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5. RESUME 
Decouvert par Amara et collaborateurs en 1982, le peptide lie au gene de la 
calcitonine (CGRP) est le principal neurotransmetteur des fibres nerveuses non-
adrenergiques non-cholinergiques (NANC). C'est un neuropeptide de 37 acides amines 
reconnu pour ces proprietes vasoactives dans differents vaisseaux dont ceux composant le lit 
vasculaire mesenterique de rat. La vascularisation du systeme splanchnique re9oit plus de 20 
% du debit cardiaque elle est done susceptible de jouer un role important dans l'homeostasie 
de la pression arterielle. Nous avons done voulu, par le biais de la stimulation nerveuse 
perivasculaire (SNP), caracteriser la reponse non-adrenergique non-cholinergique ainsi que le 
neurotransmetteur responsable de la modulation du tonus vasculaire du lit mesenterique de 
souris doublement perfuse. Nous avons aussi voulu determiner le role des synthases du 
monoxyde d'azote (NOS) dans cette reponse. Nous avons montre qu'en presence de 
l'antagoniste du recepteur du CGRP (CGRPO, le CGRP8.37, la reponse a la SNP totale du lit 
vasculaire mesenterique arteriel est fortement augmentee alors que celle du lit veineux n'est 
pas affectee par cet antagoniste. La reponse NANC induite par la SNP, en presence de 
prazosin, de guanethidine, d'atropine et d'indometacine, est une vasodilatation du lit arteriel 
pre contracte au KC1 alors qu'une augmentation de la pression de perfusion est retrouvee du 
cote veineux pre contracte par un thromboxomimetique. De plus, cette vasodilatation 
arterielle est considerablement inhibee par l'antagoniste du CGRPj. Enfin, une liberation 
frequence-dependante de CGRP immunoreactive a ete mesuree de la circulation arterielle du 
lit mesenterique de souris. Ainsi, nous suggerons que la reponse des circuits arteriels a la 
SNP depend de l'activation des fibres sensorielles puisque cette vasodilatation est sensible a 
la capsai'cine et est significativement inhibee par la tetrodotoxine. Au niveau de 
l'endothelium, nous observons que la reponse vasodilatatrice induite par la SNP (30 Hz) et le 
CGRP (1 nmol) est reduite apres un traitement au sodium desoxycholate impliquant ainsi un 
mecanisme endothelium dependant dans la reponse NANC. Nos resultats montrent aussi que 
la NOS neuronale module negativement la reponse vasodilatatrice NANC lors de la 
stimulation nerveuse perivasculaire par l'activation possible de la iNOS. Finalement, nous 
observons la participation des voies de signalisation dependantes de l'activite de la guanylate 
cyclase et de l'adenylate cyclase dans la reponse vasodilatatrice NANC vu la repression de 
cette reponse par les inhibiteurs de ces voies. Ces resultats amenent des evidences d'une 
modulation du tonus vasculaire du lit mesenterique arteriel mais non veineux de souris par le 
CGRP et le NO lors de la stimulation nerveuse perivasculaire in vitro avec un role 
neuromodulateur-represseur de la NOS neuronale dans ce circuit de la vascularisation 
splanchnique. 
6. INTRODUCTION 
6.1. INTRODUCTION GENERALE 
La conservation de l'homeostasie corporelle ou de la pression arterielle est essentiellement 
due au maintien d'un debit sanguin adequat aux differents lits vasculaires (DAUZAT et al, 
2002). Cette homeostasie est modulee par trois composants dont le systeme nerveux 
autonome, le systeme hormonal et le controle vasculaire locale (DAUZAT et al, 2002; 
MOHRHAM & HELLER, 2003). II y aurait une grande variation dans les patrons de 
stimulation des differents lits vasculaires, entre les differents vaisseaux a l'interieur d'un 
meme lit vasculaire (BURNSTOCK et al, 1984; NILSSON, 1984; SHIMOKAWA et al, 
1996; SATO et al, 2006) et entre differentes especes (D'ORLEANS-JUSTE et al, 1996 
HANSEN et al, 1998; HATA et al, 2000; HIRST & EDWARDS, 1989). II devient alors 
important de connaitre les agents endogenes qui affectent la regulation de ces lits vasculaires 
et leur importance chez les modeles experimentaux d'animaux utilises en laboratoire. 
D'ailleurs, vu l'importance du debit du lit vasculaire mesenterique les facteurs modulant son 
debit et son tonus ont largement ete explores chez differentes especes et de modeles 
experimentaux (T0TTRUP & KRAGLUND, 2004). Cependant, chez la souris un modele 
animal tres utilise, peu de donnees sont presentement disponibles sur la regulation vasculaire 
non-adrenergique non-cholinergique (NANC) du lit vasculaire mesenterique pre et post 
capillaires. De ce fait, nous avons cherche a explorer ce systeme chez la souris pour apporter 
des elements d'informations et permettre une meilleure comprehension de ce systeme dans 
les experiences in vitro. 
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6.2. LA VASCULARISATION DU SYSTEME GASTRO-INTESTINAL 
Le systeme vasculaire splanchnique contient essentiellement la vascularisation du tube 
digestif (oesophage, estomac et intestins), du pancreas, de la rate et du foie. C'est un systeme 
organise en serie, (un systeme porte) done le sang aortique traverse un premier lit capillaire, 
le lit vasculaire mesenterique, et ensuite un deuxieme lit capillaire soit les sinusoi'des 
hepatiques avant de retourner vers la veine cave. En situation pre prandial, ce systeme recoit 
une importante portion du debit cardiaque soit plus de 20 % (LUNDGREN, 1993); un debit 
plus important que la demande metabolique mais necessaire pour les fonctions d'absorption 
intestinale, endocrine et epuratoire du systeme. Au contraire de la demande metabolique, une 
augmentation ou une diminution dans l'activite sympathique va provoquer respectivement 
une reduction ou une augmentation significative du flux sanguin dans le lit vasculaire 
mesenterique. Ce flux peut atteindre huit fois le flux basal en situation extreme, ce qui fait du 
lit vasculaire mesenterique un important reservoir sanguin pour 1'organisme entier avec un 
volume basal de 30 % du volume sanguin total. Le debit post prandiale, sous controle 
systemique, double a 300 millilitres par minute en 15 minutes chez l'homme (LUNDGREN, 
1993; TAKAGI et ah, 1988). Une particularite de ce systeme chez FHomme, consiste en une 
diminution du debit en orthostatisme. De plus, ce systeme s'adapte a 1'effort par une 
vasoconstriction via la stimulation sympathique. Cette vasoconstriction permet de maintenir 
une resistance peripherique total adequate vu la baisse de resistance dans le muscle 
squelettique effectuant l'effort (DAUZAT et al, 2002; MOHRHAM & HELLER, 2003). En 
situation physiologique et pathophysiologique, la regulation du debit de la vascularisation du 
systeme gastro-intestinal est d'une grande complexite. En effet, vu les alterations aux 
niveaux des cellules endotheliales et des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) qui 
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s'operent lors de maladies comme l'hypertension arterielle (MULVANY, 1990) ou encore du 
diabete mellitus, il y a une modification de la morphologie et ou des reponses de la 
microcirculation du systeme gastro-intestinal aux differents composants de la regulation du 
debit sanguin (HANSEN et al, 1998; LI et al, 2006). Lorsqu'il y a occlusion d'arteres, de 
veines mesenteriques ou encore lors d'une chute du debit arteriel systemique, le sang du 
systeme splanchnique est redistribue aux organes nobles pour le maintien des fonctions 
vitales. Dependamment de la duree et de la gravite de ce phenomene, il y a ischemie au tube 
digestif causant ainsi une anoxie pouvant conduire a des lesions coliques; qui peuvent aussi 
etre provoquees par le processus de re-perfusion du tissus (KRACK et al, 2005; GRANGER, 
1999). Ces lesions sont particulierement communes chez les personnes agees mais peuvent 
etre retrouvees chez les individus plus jeunes souffrant de diverses maladies vasculaires dont 
le diabete. En plus de risque eleve de septicemic, la reaction inflammatoire que peut 
provoquer ces lesions peut aussi affecter le muscle cardiaque comme dans Finsuffisance 
cardiaque chronique (DESWAL et al, 2001; KRACK et al, 2005). 
6.3. L E LIT VASCULAIRE MESENTERIQUE DE SOURIS 
Initialement developpe chez le rat par MCGREGOR (1965) et modifie par WARNER (1990) 
le lit vasculaire mesenterique perfuse est un modele pratique qui permet d'etudier un lit 
capillaire pratiquement complet; et interessant vu l'importance de ce reseau capillaire dans le 
maintien de la resistance peripherique (CHRISTENSEN & MULVANY, 2001; FOLKOW et 
al, 1984) et de l'importance du flux sanguin mesenterique et intestinal pour le bon 
fonctionnement des fonctions digestives (HANSEN et al, 1998). Les premieres etudes in 
vitro sur le lit vasculaire mesenterique perfuse de souris (Figure 1 a, b) permettaient d'etudier 
Liver 
Coelioc artery 
( Superior mesenteric L 
Jejunal veins 
I leal veins 
Superior pancreat ico-
duodenal vein 
Vein to stornoch, spleen 
and pancreas 
tir>rlc»niim 
Hepatic portal vein 
Interior pancreatico 
duodenal vein 
Inferior mesenteric 
vein 
Rectum 
Superior mesenteric 
vein 
Ileocolic vein 
Modifie de Cook Margaret J. The anatomy of the laboratory mouse. Academic Press, 1965. 
B 
Figure 1. (A) Schema representant le lit vasculaire mesenterique de souris; les fleches 
montrant l'artere et la veine mesenterique superieure ainsi que la veine porte. (B) Lit 
vasculaire mesenterique de souris rattache a l'intestin et perfuse par du bleu de bromophenol. 
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Figure 1. (C) Schematisation du systeme de perfusion constante in vitro du lit vasculaire 
mesenterique de souris montrant les differents composants dont le physiographe et les 
transducteurs, la bonbonne d'oxygene, les differents bains a temperature regulee, la pompe 
peristaltique, le stimulateur electrique et les differents tubules de connexion. 
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simultanement et independamment les effets pharmacologiques de differents agents 
vasoactifs entre le lit arteriel et veineux de souris controles et de souris knock-out pour le 
gene de la bradykinine (BERTHIAUME et ah, 1997). Nous avons utilise ce systeme de 
perfusion simultanee (Figure 1 c) du lit vasculaire mesenterique de souris pour etudier l'effet 
de la stimulation nerveuse perivasculaire sur la liberation d'agents vasoactifs pouvant affecter 
le tonus vasculaire in vitro et avoir une vue d'ensemble de cette reponse. Cependant, les 
capillaires n'etant pas presents dans ce systeme de perfusion, nous n'avons pas pu voir l'effet 
de la stimulation perivasculaire sur ce reseau. 
6.3.1. LA MICROCIRCULATION ET LES VAISSEAUX DE RESISTANCE 
La microcirculation (Figure 2 b) du lit vasculaire mesenterique comme tout autre lit 
vasculaire peut etre decomposed en essentiellement trois compartiments vasculaires 
differents. D'abord les petites arteres et les arterioles qui sont caracterisees par la plus forte 
proportion de CMLV du systeme cardiovasculaire. Ensuite, nous retrouvons les capillaires 
qui sont constitues d'une monocouche de cellules endothelials, qui permet les echanges avec 
les tissus environnants. Le lit vasculaire mesenterique possede un grand nombre de sphincters 
pre-capillaire cependant, seulement une proportion des ces sphincters sont ouverts en tout 
temps (i.e. soit un cinquieme) (DAUZAT et al, 2002). Finalement, les derniers composants 
vasculaires du lit sont les veinules qui sont considerees comme des vaisseaux de capacitance 
puisque 80 % du sang dans le lit vasculaire mesenterique se retrouve emmagasine dans ces 
veinules (JACOBSON, 1982; JACOBSON etal, 1982; GELMAN, 2008). 
Avec le debit cardiaque, la resistance peripherique totale est l'un des elements qui determine 
la pression arterielle moyenne. Cette resistance a Pecoulement du flux sanguin est 
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principalement due aux petites arteres et aux arterioles (CHRISTENSEN & MULVANY, 
2001; MULVANY & AALKJAER, 1990) qui ont une paroi plus epaisse en CMLV et une 
reactivate a differents stimuli (JACOBSON et al, 1982). L'adaptation du diametre de ces 
vaisseaux par la constriction et la dilatation des CMLV permet un reglage fin du flux sanguin 
aux differents organes qu'ils irriguent (DE MEY et al, 2005; MULVANY & AALKJAER, 
1990). 
Plus encore, d'apres la Loi de Poiseuille (Qc = AP n r4/8 L t|), un petit changement dans le 
diametre interne de ces vaisseaux provoque un changement marque a la puissance quatre de 
la resistance vasculaire (DAUZAT et al, 2002; MOHRHAM & HELLER, 2003). D'ou 
l'importance des petites arteres et des arterioles pour le maintien des fonctions des organes et 
lors de dysfonctions: dans le developpement et revolution de maladies des organes et des 
tissus qu'elles irriguent. A titre d'exemple, Patherosclerose, consideree comme une maladie 
vasculaire des grandes arteres, peut aussi etre infiuencee par les arteres de resistances puisque 
rinflammation retrouvee dans les conditions d'hypercholesterolemies semble etre initiee 
dans la microcirculation et pour finalement s'etendre dans les grandes arteres (STOKES & 
GRANGER, 2005). 
Ces vaisseaux sont done composes par ces differentes couches tissulaires (Figure 2 a) soient 
l'intima (cellules endotheliales), la media (CMLV) et l'adventice (fibres d'elastines, de 
collagenes et differents types cellulaires) en differentes proportions (DAUZAT et al, 2002; 
MOHRHAM & HELLER, 2003). Toutefois, l'innervation des vaisseaux se fait 
principalement au niveau de l'adventice a la jonction de la media; avec les fibres axonales 
pres de la media en groupe de 1 a onze (MULVANY & AALKJAER, 1990). Une liaison 
communicante est retrouvee entre l'intima et la media et entre les CMLV de la media par les 
jonctions gaps (BULBRING et al, 1970; FELETOU et al, 2003). 
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Veine 
Intima (CE) 
_ Elastine „ 
Media (CMLV) ™| 
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Serosa 
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Modifie de Fox Stuart Ira. (1993) Human physiology. 4 th edition. 
B 
ModifK de Sherwood Lauralee. (1997). Human physiology: from cells to systems. 3 id edition. 
Figure 2. (A) Representation d'une artere et d'une veine avec les differentes couches 
tissulaires (B) Reseau vasculaire d'un lit capillaire. 
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6.3.2. L A STIMULATION NERVEUSE PERIVASCULAIRE (SNP) 
La stimulation nerveuse perivasculaire implique la depolarisation membranaire des neurones 
et la relache de neurotransmetteurs des vesicules synaptiques a la jonction neuromusculaire. 
L'utilisation de tetrodotoxine, qui bloque de facon selectif et reversible les canaux sodiques 
voltage dependants, empeche ainsi Pinflux nerveux et la relache de neurotransmetteurs et 
inhibe par consequent la reponse neurogenique. Celle-ci etant dependante de la frequence de 
stimulation semble etre plus elevee dans les conditions in vitro pour obtenir la reponse 
maximale dans les petites arteres. En effet, dans ces dernieres, il faut environ de vingt a trente 
hertz (ANGUS et al, 1988; HIRST, 1977; NILSSON et al, 1986) compare aux grosses 
arteres ou deux a quatre hertz parait suffire pour obtenir la reponse maximal (NILSSON, 
1984). 
6.4. L'ENDOTHELIUM ET LES SUBSTANCES VASOACTIVES DERIVEES 
Considere comme un organe endocrinien, la monocouche de cellules endotheliales qui 
tapisse le systeme vasculaire agit comme une barriere mecanique entre le sang et la couche 
de cellules musculaires lisses en plus de limiter la proliferation de cette derniere (DAUZAT 
et al, 2002). De plus, un role anti-agregeant lui a ete determine, tout comme celui d'agir 
comme messager sanguin. La fine balance dans la liberation des differents agents de 
1'endothelium (Figure 3) aurait aussi pour role de reguler le diametre des vaisseaux et par le 
fait meme, le tonus vasculaire (PECHANOVA & SIMKO, 2007; RUBANYI, 1993). 
Les agents contractiles liberes de 1'endothelium comprennent entre autres Fendotheline-1 
(ET-1) (YANAGISAWA et al, 1988), 1'angiotensin II (ANG II) (KIFOR & DZAU, 1987), 
des derives de la synthese de Facide arachidonique par la cyclooxygenase (COX) tels que la 
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thromboxane A2 (TXA2) (IWATANI et al, 2008; SAMUELSSON et al, 1978) et la 
prostaglandin H2 (PGH2) (KATO et al, 1990). Des differents vasodilatateurs liberes par 
F endothelium nous retrouvons la prostacycline (PGI2) un autre derive de la synthese de 
Facide arachidonique par la COX (IWATANI et al, 2008; MONCADA et al, 1976) et le 
facteur hyperpolarisant derive de Fendothelium (EDHF) dont Fidentite ne fait pas encore 
Funanimite dans la litterature (BOLTON et al, 1984; URAKAMI-HARASAWA et al, 
1997). 
Plusieurs agents sont proposes comme etant FEDHF dont Facide epoxyeicosatrienoique 
(ETT) soit un derive de la synthese de Facide arachidonique (BUSE et al, 2002; McGUIRE 
et al, 2001), Fion potassique (BUSE et al, 2002; McGUIRE et al, 2001), ou encore les 
jonctions gaps myo-endotheliale comme connecteur de la transmission de Fhyperpolarisation 
membranaire (BUSE et al, 2002; McGUIRE et al, 2001). La force de cisaillement du flux 
sanguin sur Fendothelium vasculaire est un element important dans le control e du tonus 
vasculaire puisqu'elle stimule la liberation de F agent vasodilatateur le plus connu (BUSE & 
FLEMING, 2003; WANG & FITCH, 2004) soit le facteur relaxant derive de Fendothelium 
(EDRF) (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; IGNARRO et al, 1989a,b,c; PALMER et 
al., 1987) surnomme aussi le monoxyde d'azote (NO). De plus, differents agonistes comme 
F acetylcholine, la bradykinine et F adenosine diphosphate (ADP) (WARNER, 1990; 
GARDINER & BENNETT, 1993; FULTON et al, 2008) sont reconnus pour induire la 
relache de NO via leurs recepteurs specifiques au niveau de la cellule endothelial. 
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Figure 3. Differents facteurs relaches de 1' endothelium et leurs actions sur la couche de 
cellules musculaires lisses vasculaires. 
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6.4.1. LES SYNTHASES DU MONOXYDE D'AZOTE (NOS) 
Faisant partie des families d'enzymes les plus regulees de l'organisme, le Tableau 1 presente 
differentes caracteristiques des enzymes NOS qui catalysent la formation du monoxyde 
d'azote (NO) (ALDERTON et al, 2001; FLEMING & BUSSE, 2003; VALLANCE & 
LEIPER, 2002). Possedant 50 % d'homologie inter-isoformes: la NOS neuronale (nNOS), la 
NOS endotheliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS), leur nom fait reference aux tissus ou 
ils ont ete premierement decouverts (nNOS et eNOS) ou encore a leur expression (iNOS). 
Cependant, ces differents isoformes (nNOS et eNOS) sont trouves dans une grande variete 
d'autres tissus (FORSTERMANN et al, 1998; TSUTSUI et al, 2006). La iNOS 
premierement decouverte dans les macrophages est aussi retrouvee au niveau des cellules 
endotheliales, des CMLV et des cellules EMT-6 (MONCADA et al, 1991). II est bien 
documente que le NO derive de la nNOS joue un role de modulateur de fonctions neuronales 
(HUANG & LO, 1998) alors que la eNOS est fortement implique dans la regulation du tonus 
vasculaire (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1989; IGNARRO, 1989 a, b, c) enfm la iNOS, 
participe aux processus immunitaire anti-parasitaires, d'inflammation et lors de choc septique 
(HIBBS et al, 1988; IWAMA et al, 2008; KERN, 2007; MARLETTA, 1989). 
Leur fonctionnement ressemble a celui du cytochrome P450 reductase (BREDT et al, 1991) 
ou sous forme d'homodimeres, le flux d'electron passe du domaine reductase vers le 
domaine oxygenase vers l'ion ferrique pour la transformation de la L-arginine en presence 
d'oxygene en L-citruline et en NO; en utilisant differents cofacteurs dont le nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH), la flavine adenine dinucleotide (FAD), la flavine 
mononucleotide (FMN), le complexe calcium-calmoduline et la tetrahydrobiopterin (BH4), 
(Figure 4) (BREDT & SNYDER, 1990). Le NO libere diffuse alors de par la membrane 
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plasmique pour transmettre son action principalement par la voie du GMPc dans la cellule 
musculaire lisse vasculaire (SCHMIDT et al, 1993; FEIL & KLEPPISCH, 2008). 
L'action du NO peut etre bloquee de maniere non selective par differents composes et 
analogues de la L-arginine dont le N -nitro-L-arginine-methylester (L-NAME), le methylene 
bleu, et de maniere selective par differents inhibiteurs dont le 7-nitroindazole (7-NI) pour la 
nNOS, le Nco-nitro-L-arginine (L-NNA) pour la eNOS, et finalement le N-[3-
(aminomethyl)benzyl]acetaminide (1400W) pour la iNOS (ALDERTON et al, 2001; 
MONCADA et al, 1991; VALLANCE & LEIPER, 2002; WANG & FITCH, 2004). 
La deletion complete de ces isoformes provoque chez les modeles murins differents effets 
dont les principales sont un elargissement de l'estomac (HUANG et al, 1993; TSUTSUI et 
al, 2006) et une regulation NANC anormal du systeme gastro-intestinal chez les souris 
nNOS KO (TAKAHASHI, 2003; VALLANCE & LEIPER, 2002), une hypertension 
systemique et pulmonaire chez les souris eNOS KO (HUANG et al, 1995; MORISHITA et 
al, 2005; SHESELY et al, 1996) et finalement une augmentation de la susceptibilite aux 
pathogenes pour les souris deficientes pour la NOS inductible (MORISHITA et al, 2005; 
VALLANCE & MONCADA, 1993). 
Dans la presente etude, nous avons pris avantage de la disponibilite des souris knock-out 
pour la eNOS et la iNOS pour evaluer l'effet potentiel de ces isoformes sur la reponse NANC 
a la stimulation nerveuse perivasculaire dans la vascularisation mesenterique de souris. Dans 
le cas de la nNOS, nous avons utilise une approche pharmacologique vu le cout prohibitif des 
souris nNOS KO, en utilisant un inhibiteur selectif. De plus, cette approche pharmacologique 
nous donne 1'avantage de permettre une inhibition de tous les enzymes nNOS vu la presence 
de plusieurs variants produit par Pepissage alternatif du gene de la nNOS (ELIASSON et al, 
1997; BURNETT et al, 1996; ALDERTON et al, 2001). 
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Tableau 1. Differents isoformes des NOS et certaines caracteristiques. 
Isoformes 
Decouverte 
Expression 
Location 
Calcium 
Fonction 
Deletion 
nNOS (NOS-1) 
Neuronale (161 kd) 
Constitutive 
Cytosolique 
Dependante 
Modulation neuronale 
Relaxation NANC anormale du GI 
iNOS (NOS-2) 
Macrophage (131 kd) 
Inductible 
Cytosolique 
Independante 
Immunitaire 
Susceptibilite aux pathogenes accrue 
eNOS (NOS-3) 
Endothelial (133 Kd) 
Constitutive 
Cytosolique, 
Membranaire 
Dependante 
Tonus vasculaire 
Hypertension 
Provenant de Vallance P. and Leiper J. Nature reviews:£>ragDwc. 1:939-935.2002 
m (§r NO') 
Modifie de Alderton W. K etal. Biochemical journal 357:593-615. 2001 
Figure 4. Schematisation des NOS, leurs cofacteurs et leur fonctionnement dans la synthese 
duNO. 
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6.5. ROLE DU SYSTEME NERVEUX AUTONOME AU NIVEAU GASTRO-INTESTINAL 
Pendant plusieurs annees, la litterature a suggere que le systeme gastro-intestinal etait 
seulement innerve par un systeme excitateur cholinergique et inhibiteur adrenergique 
(BURNSTOCK, 1982; FURNESS et al, 1982 a). Toutefois, au debut des annees 1960 et 
1970 plusieurs groupes ont mis a jour la presence d'innervations non-adrenergiques non-
cholinergiques au niveau du systeme gastro-intestinal (BENNETT et al, 1966; 
BURNSTOCK et al, 1964; 1966; MARTINSON & MUREN, 1963; MARTINSON, 1965). 
De nos jours, le systeme nerveux enterique (SNE) avec sa grande complexity, son importance 
et son autonomie d'action (reflexes intestinaux) est souvent considere comme le deuxieme 
cerveau de l'organisme (WOOD, 2008). Integrant le systeme nerveux autonome (Figure 5) 
avec les systemes nerveux sympathique et parasympathique, le systeme nerveux enterique 
agit sur tous les processus digestifs, dont la motilite, le transport d'ion lie a la secretion et a 
l'absorption, et au debit vasculaire du systeme gastro-intestinal. Cependant, la 
communication entre le systeme enterique et le SNC est toujours presente (GYIRES, 2004) 
via les systemes sympathique et parasympathique mais avec une quantite de neurones tres 
inferieure aux neurones du SNE (LUNDGREN, 1993). Brievement, le systeme nerveux 
enterique (Figure 6 a, b), encastre dans la paroi intestinale, est compose de deux plexus 
neuronaux soient le plexus myenterique (Auerbach) et le plexus sous muqueux (Meissner) 
(LANGLEY, 1921, 1922; MAZZONE & FARRUGIA, 2007) et comprend trois types de 
neurones (i.e. sensoriels, moteurs et interneurones). Le principal neurotransmetteur du 
systeme parasympathique d'apres Dale et Loewi, 1'acetylcholine, produit une augmentation 
des secretions intestinales, des hormones enteriques, stimule 1'activite motrice, la contraction 
du muscle lisse et des sphincters et permet la dilatation des vaisseaux sanguins (BENNETT, 
1997). Le principal neurotransmetteur du systeme sympathique selon Von Euler et Axelrod, 
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Systeme nerveux sympathique Systeme nerveux parasympathique 
Modifie de Marieb, N. E. Laurendeau, G. Anatomie et physiologie humaines Edition du renouveau pedagogique. 1993, p. 461. 
Figure 5. Le systeme nerveux autonome avec les divisions sympathique (gauche) et 
parasympathique (droite) et les subdivisions pre et post ganglionnaires innervant les 
differents composants du systeme gastro-intestinal et circulatoire. 
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la noradrenaline, a generalement un effet inhibiteur et inverse au systeme parasympathique 
sur le systeme gastro-intestinal (BENNETT, 1996; UCHIDA & KAMIKAWA, 2007). 
6.6. LES FIBRES SYMPATHIQUES ET PARASYMPATHIQUES 
D'apres LUNDGREN (1984), les nerfs sympathiques innervant la vascularisation intestinale 
comprendraient des fibres adrenergiques vasoconstrictrices et des fibres non-adrenergiques 
non-cholinergiques vasodilatatrices. Ces neurones ne seraient pas myelinises et se 
retrouveraient presque exclusivement au niveau de l'adventice (BRAIN & COX, 2006; 
HANSEN et al, 1998). Faisant obstacle au principe de Dale, la co-localisation avec la 
noradrenaline de 1'adenosine triphosphate (ATP) et du neuropeptide Y (NPY) pourraient eux 
aussi moduler la reponse vasoconstrictrice induite par la NA aux recepteurs adrenergiques 
(HANSEN et al, 1998). Les fibres parasympathiques qui innervent la vascularisation 
intestinale cheminent avec le nerf vague et auraient comme seul neurotransmetteur 
Facetylcholine avec une possible co-localisation avec la VIP. La relache d'ACh par les 
neurones induit generalement une vasodilatation (HWA et al, 1994) qui est produite par le 
NO lors de l'activation des recepteurs muscariniques endotheliaux. Cependant, l'innervation 
cholinergique des vaisseaux sanguins du systeme gastro-intestinal semble tres minime 
(MULVANY & AALKJAER, 1990; WANG & POWLEY, 2007). 
6.7. LES FIBRES NERVEUSES NON-ADRENERGIQUES NON-CHOLINERGIQUES 
(NANC) 
Parmi les grands pionniers de l'exploration du systeme nerveux autonome, LANGLEY 
(1921) definit le systeme nerveux enterique (SNE) comme etant un tiers a part du systeme 
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parasympathique et sympathique puisque celui-ci est compose de neurones a la physiologie 
et au fonctionnement differents du systeme autonome regulier. Ce paradigme est confirme en 
1966 par les travaux de BENNETT et at, et de plusieurs autres par la suite (BEANI et at, 
1971; FURNESS et at, 1969). Ces travaux ont en effet mis en evidence l'existence des fibres 
non-adrenergiques non-cholinergiques dans le systeme nerveux autonome qui n'utilisent ni la 
noradrenaline ni 1'acetylcholine comme neurotransmetteur. Decouverts depuis deja quarante-
cinq ans, les neurones enteriques NANC secretent un nombre faramineux de 
neurotransmetteurs de toute sorte (GONZALES-LUIS et at, 2007) dont des nucleotides 
(BURNSTOCK et at, 1969; BURNSTOCK, 1972), des acides amines (JESSEN et at , 
1979), des peptides (BLOOM & EDWARDS, 1980; FRANCO et at, 1979; HUGHES et at, 
1978; MAGGI et at, 1996) et des ions gazeux (BULT et at, 1990; FARRUGIA et at, 1993; 
STARK & SZURSZEWSKI, 1992). II n'existe pas de classification bien etablie pour les 
neurones NANC puisque les differents neurotransmetteurs peuvent avoir des effets 
excitateurs (e-NANC) ou inhibiteurs (i-NANC) dependamment des tissus ou ils sont relaches 
(muscles lisses des poumons, vaisseaux sanguins, glandes, epithelium) (WIDDICOMBE, 
1998) ou peuvent prendre le nom du neurotransmetteur qu'ils produisent comme 
ATPergique, nitrergique, peptidergique (CGRPegique). Leur importance est variable selon 
les especes mais ils auraient sensiblement les memes effets dans les memes tissus dans les 
nombreuses especes etudiees (WIDDICOMBE, 1998). II existerait aussi une forte co-
transmission de differents neurotransmetteurs avec des actions opposees (HOLZER, 1993; 
SHIMIZU et at, 2008). 
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6.7.1. LES FIBRES NITRERGIQUES 
Au travers du systeme gastro-intestinal de tous les especes vertebres, les fibres nitregiques 
sont presentes (SANDERS & WARD, 1992; RATTAN, 2005). Considere comme l'un des 
principaux neurotransmetteurs inhibiteurs de type NANC (BENNETT, 1997) le NO ne faisait 
pas 1'unanimite vu sa singularite (gaz) comme neurotransmetteur (TODA & OKAMURA, 
2003). Apres nombres de speculations sur l'existence de fibres nitrergiques, elles sont 
aujourd'hui reconnues par une coloration specifique due a la transformation par 1'enzyme 
d'un sel de tetrazolium qui depend de Futilisation du NADPH (DAWSON et al, 1991; 
HOPE et al, 1991). Le NADPH est un cofacteur des NOS (BREDT & SNYDER, 1990). Par 
des etudes histologiques, BREDT et al, (1990) ont demontre que le muscle vasculaire lisse 
de cerveau de rat etait innerve par des neurones immunoreactifs pour la NOS et que la 
relaxation pouvait etre inhibee par des derives d'arginine. Le mecanisme par lequel le NO 
neurogenique induirait la relaxation vasculaire serait par l'association du NO a la guanylate 
cyclase soluble (GCs) ce qui induirait une elevation du GMP cyclique (SCHMIDT et al, 
1993). Le blocage de la GCs par des inhibiteurs comme l'ODQ aurait aussi comme effet de 
diminuer cette relaxation (TODA & OKAMURA, 1996). En plus d'avoir cet effet 
vasodilatateur, le NO neurogenique peut aussi controler la relache d'autres 
neurotransmetteurs comme le glutamate dans le SNC (GARTHWAITE & BOULTON, 
1995). D'apres AMERINI et al. (1993) la reponse vasodilatatrice induite par la stimulation 
nerveuse dans les arteres mesenteriques et les vaisseaux de resistance de rat n'impliquerait 
pas le NO mais plutot le peptide lie au gene de la calcitonine (CGRP) (KAWASAKI et al, 
1988; AMERINI et al, 1993). De la meme fa?on, MA et al. (1996) suggere que le CGRP et 
non le NO serait 1'agent vasodilatateur des arteres mesenteriques de souris ce qui permettrait 
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d'expliquer l'incapacite du knock-out de la nNOS a augmenter la pression systemique chez 
ces souris. D'ailleurs cette reponse du CGRP serait endothelium independant dans les arteres 
mesenteriques de lapin (KAKUYAMA et ah, 1998). Toutefois, le NO serait le seul 
(MUTSUKADO et ah, 1997) ou l'un (BROWSE et ah, 1994) des vasodilatateurs au niveau 
de la veine porte de lapin lors de stimulation electrique. Le role du NO endogene serait plutot 
vu comme modulateur negatif de Taction des nerfs sensitifs (FARACI, 2002) vu 
1' augmentation de la reponse vasodilatatrice dans le lit mesenterique de rat perfuse par le L-
NAME et le bleu de methylene lors de stimulation electrique (LI et ah, 1993; TODA & 
OKAMURA, 2003). 
6.7.2. LES FIBRES SENSORIELLES DE TYPE C OU PEPTIDERGIQUES 
Les neuropeptides se retrouvent autant dans le SNC qu'en peripheric; ils sont dans les 
neurones comme dans d'autres types cellulaires en plus d'avoir des activites biologiques tres 
diverses (BRAIN & COX, 2006). Comme pour le NO, il a aussi ete demontre par histologie 
que les peptides venant des fibres sensorielles pouvaient induire une vasodilatation des 
muscles lisses vasculaires (WIDDICOMBE, 1990). Ces fibres nerveuses sensorielles ont 
differentes divisions, dont Aa (propriocepteur), A|3 (mecanorecepteur) A8 (thermocepteur) et 
C (nocicepteur), classifiees ici selon leur fonction principale (HOLZER, 1991 a, b). Les 
fibres C qui nous interessent ici, ont la fonction de percevoir la douleur et represented pres 
de 70 % des fibres sensorielles primaires avec les fibres A8. Ce sont des fibres non 
myelinisees avec une vitesse de conduction faible (0.4-2 m/s) (HOLZER, 1991 a, b). Elles 
sont depolarisees par differents irritants comme l'acidite ou encore la capsai'cine, l'agent actif 
du piment de Cayenne et un agoniste des recepteurs vannilloi'des 1 (TRPV1) (Figure 7) 
(BOUDAKA et ah, 2007; CATERINA et ah, 1997). 
21 
Nerf 
Vaisseau 
sanguin -
Mesentere • 
Lumiere • 
Glande intrinseque • 
de la sous-muqueuse 
Follicule lymphatique -
Villosites (dans I'intestin 
grele seulement) 
Plexus nerveux intrinsfeques: 
Plexus sous-sereux 
Plexus myenterique 
Plexus sous-muqueux 
Muqueuse: 
Epithelium -
Chorion 
Musculaire -
muqueuse 
S-jf-mtqucuse 
MuscuJeuse: 
• • - " i l l -
• ~' ev. ' 
i H ; ' - , - • 
' l . l , /^|• ,Jl l . l l . 'P^^i.• 
' • { • ' M l l ' l l'-"1 '• 
Sereuse — 
(peritolne 
visceral) 
Modifie de Marieb, N. E. Laurendeau, G.. Anatomie et physiologie humaines Edition du renouveau pedagogique. 1993, p.773. 
Figure 6. (A) Le systeme nerveux enterique montrant les differents plexus intrinseques dont 
les plexus myenterique et sous muqueux a Pinterieure des multiples couches tissulaires du 
tube digestif. 
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Figure 6. (B) Le systeme nerveux enterique montrant Finteraction des neurones sensoriels 
intrinseques (au niveau des plexus myenterique et sous muqueux) et extrinseques (au niveau 
des ganglions du nerf vague et de la racine dorsale) dans la parois intestinale. 
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Les fibres sensorielles innervent differents systemes dont les muqueuses, les muscles et les 
organes internes avec des afferentes et des efferentes (moteur) (MAGGI, 1991; HOLZER, 
1993). Toutefois, la densite de l'innervation est beaucoup plus importante au niveau arteriel 
qu'elle ne Test au niveau veineux. De plus, en peripheric, l'innervation veineuse 
peptidergique des lits vasculaires est tres eparse sinon indiscernable (FURNESS et al, 1982 
b; HOLZER, 1993). Les corps cellulaires de ces neurones se trouvent dans les ganglions des 
racines dorsaux de la mcelle ou les ganglions trijumeaux (ROSENFELD et al, 1983). 
D'apres CLAING et al. (1992) la neurokinine A (NKA) induirait une veinoconstriction et le 
CGRP une vasodilatation arterielle lors de la stimulation nerveuse perivasculaire du lit 
vasculaire mesenterique de rat. Le CGRP est aussi implique dans la vasodilatation des arteres 
mesenteriques de cochon d'Inde (GYODA et al, 1995), cette vasodilatation n'est affectee 
que par la neurotoxine tetrodotoxine (TTX) et la capsai'cine alors que les antagonistes 
adrenergiques et cholinergiques ainsi que les antihistaminiques et l'indometacine n'ont aucun 
effet (HANKO et a/.,1985; UDDMAN et al, 1986). Le CGRP serait done un des principaux 
neuropeptides NANC relaches (AMERINI et al, 1993) lors de la stimulation nerveuse des 
fibres sensorielles dans des arteres mesenteriques isolees de rats (KAWASAKI et al, 1988) 
de lapin (NELSON et al, 1990) et chez l'homme (TORNEBRANDT et al, 1987); qui plus 
est, le CGRP serait implique avec les fibres sympathiques dans la regulation du tonus 
vasculaire peripherique et dans le controle du debit regional selon DIPETTE et al (1989), 
HOLZER (2007) et WIMALAWANSA (1996). En fait, des souris knock-out pour le gene du 
CGRPa auraient une activite nerveuse sympathique plus elevee que leurs congeneres de type 
sauvage (OH-HASHI et al, 2001) ainsi qu'une pression arterielle plus elevee (GANGULA et 
al, 2000). 
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Figure 7. (A) Phase initiale de Finteraction de la capsai'cine conduisant a la depletion des 
boutons synaptiques neuronale. (B) Phase secondaire de la capsai'cine induisant la 
neurotoxicite. 
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6.8. LA PHARMACOLOGIE DU PEPTIDE LIE AU GENE DE LA CALCITONINE 
(CGRP) 
6.8.1. SYNTHESE, STRUCTURE, EXPRESSION ET LOCALISATION DU CGRP 
Le CGRP figure parmi les vasodilatators peptidiques les plus puissants (STRUTHERS et 
al, 1986) qui fut initialement identifie par AMARA et al. en 1982 par clonage moleculaire 
du gene de la calcitonine, le regulateur de calcium plasmatique. Comme le nom l'indique, le 
CGRP est un peptide qui vient de l'epissage alternatif tissu- specifique de l'ARNm du gene 
de la calcitonine (BREIMER et al, 1988; ROSENFELD et al, 1983). Ce gene se retrouve 
sur le chromosome 11 chez Fhomme. Le CGRP quant a lui est un peptide de 37 acides 
amines (Figure 8 a) exprime principalement dans le systeme nerveux central et le systeme 
nerveux peripherique dans les neurones sensoriels (WIMALAWANSA, 1996; ARULMANI 
et al, 2004) comparativement a la calcitonine qui est synthetise principalement dans la 
glande thyroi'dienne. Cette forme de CGRP appele alpha ou I a un isoforme beta ou II qui 
differe de trois acides amines chez l'homme et present principalement dans le systeme 
nerveux enterique. Cet isoforme est produit par un autre gene sur le meme chromosome et 
possede les memes caracteristiques vasoactives que la forme alpha (BREIMER et al, 1988) 
du peptide. Le CGRP a une demi-vie de 10 minutes dans le plasma des mammiferes et 
circule a des concentrations de 25 pmol/L chez Fhomme (STRUTHERS et al, 1986; BRAIN 
& GRANT, 2004). BRAIN et al (1985) lui ont trouve une action vasodilatatrice de tres 
longue duree (6-7 h) dans la microcirculation de la peau. L'activite biologique du CGRP 
serait produite par les sept premiers acides amines du N terminal alors que les trente autres 
seraient necessaires pour la liaison aux recepteurs (POYNER et al, 2002). On denote une 
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forte co-localisation du CGRP avec la Substance P en peripheric (BRAIN, 1997; 
ARULMANI et al, 2004) ainsi qu'avec la NKA et le NO (HOLZER, 1998 a). 
6.8.2. LES RECEPTEURS DU CGRP 
Les recepteurs du CGRP sont largement distribues dans l'organisme (ARULMANI et al, 
2004; WIMALAWANSA, 1996) et on en reconnait trois isoformes soient CGRPi, CGRP2 et 
CGRP3 ou le CGRP aurait plus d'affinite pour le CGRPi (POYNER et al, 2002). Ces 
recepteurs sont des complexes proteiques dont les composants sont le Calcitonin Receptor 
Like Receptor (CRLR), le Receptor Activity Modifying Protein (RAMP) et le Receptor 
coupling protein (RCP) (Figure 8 b). Le CRLR ou CL (Cacitonin-Like) est en fait le 
recepteur couple aux proteines G (GPCR) a sept domaines transmembranaires de la famille B 
et est commun a tous les recepteurs du CGRP (HAY et al, 2004; MCLATCHIE et al, 1998). 
Decouvert en 1998 les RAMPs, dormant la specificite aux recepteurs, sont une famille de 
trois proteines de 150 acides amines avec une partie transmembranaire et un long N terminal 
extracellulaire avec quatre cysteines essentielles pour le fonctionnement de ces proteines 
(FITZSIMMONS et al, 2003; MCLATCHIE et al, 1998). Seul l'association de RAMP1 et 
de CL au niveau du Golgi permet l'expression du recepteur CGRPi a la surface membranaire 
et permettrait aussi la liaison du CGRP au recepteur en aidant a la formation adequate de la 
pochette de liaison (SEXTON et al, 2001; KUWASAKO et al, 2003). C'est une association 
stable qui dure meme apres l'internalisation du recepteur (CONNER et al, 2004; HILAIRET 
et al, 2001; KUWASAKO et al, 2000). Le RCP une proteine intracellulaire commune aux 
recepteurs et necessaire a la transmission du signal et done a l'association du complexe CL-
RAMP1 a la proteine G (Gas) cependant, le mecanisme n'est pas connu (EVANS et al, 
2000). 
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Figure 8. (A) Structure et composition en acides amines des deux isoformes (alpha et beta) 
du peptide lie au gene de la calcitonine. (B) Les differents composants du complexe 
receptoriel du CGRP. 
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Puisque seuls les sept premiers acides amines du CGRP induisent la reponse agoniste, on 
comprend que le peptide tronque (soit de huit a trente-sept; CGRP8-37) (DENNIS et ah, 1990; 
CHIBA et ah, 1989) agit comme antagoniste du recepteur tout comme le BIBN4096BS un 
antagoniste non peptidique tres puissant (DOODS et ah, 2000) du CGRP. Seul le recepteur 
CGRP! est inhibe par l'antagoniste CGRP8.37 (WIMALAWANSA, 1996; HAY et ah, 2004). 
6.8.3. MECANISMES D'ACTION DU CGRP 
La liaison du CGRP a son complexe receptoriel active une cascade intracellulaire qui conduit 
a la vasodilatation des vaisseaux. Dependamment des lits vasculaires et des especes, le CGRP 
semble utiliser differents messagers intracellulaires pour produire son effet (JANSEN et ah, 
1993; HOSAKA et ah, 2006). L'etude de BRAIN et ah, (1985) a montre qu'il fallait un 
endothelium intact dans l'aorte thoracique de rat pour que le CGRP produise une 
vasodilatation alors que dans le lit coronarien de bovin (GREENBERG et ah, 1987) et des 
arteres pulmonaires de cochon d'Inde (MAGGI et ah, 1990) la vasodilatation est 
endothelium independant. Le second messager implique serait dans les deux cas l'AMPc 
(BRAIN & GRANT, 2004; WIMALAWANSA, 1996). De plus, de maniere endothelium 
dependant, le second messager serait l'AMPc avec (GRAY & MARSHALL, 1992) ou sans 
(GRACE et ah, 1987) l'implication subsequente de GMPc, le second messager de 
1'activation de la GCs par le NO dans les cellules musculaires lisses vasculaires (IGNARRO, 
1991). En effet il a ete hypothetiquement suggere (BRAIN & GRANT, 2004; HOSAKA et 
ah, 2006) que l'activation de l'adenylate cyclase par le CGRP activerait la proteine kinase A 
(PKA) qui activerait a son tour la NOS endotheliale pour produire le NO. Toutefois, aucune 
evidence sur ce mecanisme n'a encore ete demontree a ce jour, d'ailleurs, le NO ne serait pas 
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implique dans ce mecanisme croise AMPc/GMPc selon AMERINI et al. (1993) et 
GANGULA et al. (2003). Ainsi, la production de ces messagers secondaires active la 
proteine kinase G (PKG) et avec la diminution de calcium dans le cytosol, il y a une 
inactivation de la kinase de la chaine legere de la myosine (MLCK). II s'opere ensuite une 
diminution subsequente de l'interaction entre les fibres de myosines et les fibres d'actines 
dans la CMLV pour induire finalement cette vasodilatation. 
6.8.4. EFFETS PHYSIOLOGIQUES ET PATHOPHYSIOLOGIQUES DU CGRP 
La presence des recepteurs et du CGRP dans le systeme nerveux et dans la vascularisation 
d'un grand nombre de tissus suggere son implication dans une multitude d'actions 
biologiques (ARULMANI et al, 2004; BRAIN & GRANT, 2004; WIMALAWANSA, 
1996). Au niveau du systeme cardiovasculaire, le CGRP aurait des effets ionotropes et 
chronotropes positifs sur le muscle cardiaque du chien, du rat et de cochon d'Inde (KATORI 
et al., 2005; UDDMAN et al, 1986), en plus de moduler la permeabilite et le tonus 
vasculaire. Un effet majeur du CGRP est la relaxation des cellules musculaires lisses 
vasculaires d'aorte (TIPPINS et al, 1984), de la vascularisation coronarienne et 
mesenterique de rat (ASIMAKIS et al, 1987; KAWASAKI et al, 1988; NUKI et al, 1993) 
ainsi que des vaisseaux du systeme cerebral d'animaux et de l'homme (HANKO et al, 1985) 
pour n'en nommer que quelques uns. Au niveau du systeme gastro-intestinal, le CGRP est 
implique dans la reduction de la relache d'insuline et de la secretion d'acide gastrique (LENZ 
et al, 1985; HUGHES et al, 1984; OHNO et al, 2008), dans le metabolisme d'hydrates de 
carbone (LEIGHTON & COOPER, 1988; LEIGHTON et al, 1989), la stimulation de la 
secretion pancreatique d'enzymes (ZHOU et al, 1986) et la diminution de l'ingestion de 
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nourriture (CHANCE et al, 1991). Le CGRP est associe aux migraines, a la douleur, a la 
maladie de Raynaud, aux dysfonctions erectiles, il est implique dans le systeme renal, dans le 
metabolisme osseux, la modulation de 1'inflammation et regule la temperature corporelle 
(BRAIN & GRANT, 2004; WIMALAWANSA, 1996). 
Le CGRP, ses agonistes et ses antagonistes ont un grand potentiel therapeutique. II en est 
ainsi puisque le CGRP a une grande variete d'action vu sa grande distribution dans 
1'organisme (ARULMANI et al, 2004). On lui trouve notamment un role protecteur dans 
Finsuffisance cardiaque et l'arythmie cardiaque (ZHANG et al, 1991) egalement au niveau 
de l'hypertension systemique et pulmonaire (MCCORMARCK et al, 1989; TJEN-A-LOOI 
et al, 1992; ZHAO et al, 2007). D'ailleurs, l'antagoniste BIBN4096BS du recepteur CGRPj 
est passe en phase clinique II pour le traitement de la migraine et a ete trouve efficace et sans 
effets secondaires au niveau cardiovasculaire (DOODS, 2001; EDVINSSON, 2003; 
EDVINSSON & PETERSEN, 2007)). 
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6.9. BUTS DE L'ETUDE 
6.9.1. RATIONNEL DE L'ETUDE 
Nous avons entrepris cette etude sur l'effet de la stimulation nerveuse perivasculaire sur la 
reponse non-adrenergique non-cholinergique dans le lit vasculaire mesenterique de souris 
puisque l'innervation de ce systeme vasculaire n'est pas caracterisee chez cette espece. De 
plus, le role vasomodulateur du CGRP endogene, comme l'un des principaux inhibiteurs 
NANC (AMERINI et al, 1993), n'est pas encore demontre dans le modele murin. 
Finalement, vu l'importance de la circulation splanchnique dans la resistance peripherique 
avec plus de 20 % du debit cardiaque (LUNDGREN, 1993), il est important d'avoir des 
elements d'informations et apporter ainsi une meilleure comprehension de ce systeme dans 
les experiences ex vivo.. 
6.9.2. HYPOTHESE DE TRAVAIL 
II existe une innervation CGRP-//fe agissant comme antagoniste physiologique du tonus 
sympathique du circuit arteriel mesenterique dans le modele murin. 
6.9.3. OBJECTIFS SPECIFIQUES 
Dans un premier temps, nous voulons determiner le role endogene du CGRP sur la reponse 
de la vascularisation mesenterique ex vivo a la SNP chez la souris. En plus de chercher a 
determiner l'existence d'une reponse NANC, nous voulons distinguer ensuite les effets 
vasodilatateurs NANC. 
En consequence, nous chercherons a identifier par approches pharmacologique et 
immunologique (i.e. essaie immuno-enzymatique) l'agent mediateur implique dans la 
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reponse vasodilatatrice NANC. Nous voulons poursuivre en evaluant la contribution de 
l'endothelium ainsi que celui des NOS dans la modulation de la reponse vasodilatatrice 
NANC. 
Finalement, nous entamerons 1'exploration des mecanismes intracellulaires possibles pour la 
mediation de la reponse vasodilatatrice NANC lors des SNP de circuits pre et post capillaires 
murins. 
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7. RESULTATS 
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RESUME 
But 
Le peptide lie au gene de la calcitonine (CGRP) est im neuromodulateur du tonus vasculaire 
splanchnique de plusieurs especes animales. Toutefois, ce modulateur sensible a la capsaicine 
reste mal etudie dans des modeles de souris. Nous avons done evalue si le CGRP endogene 
est un neuromodulateur (NANC) non-adrenergique/non-cholinergique dans le lit vasculaire 
mesenterique de la souris. 
Approche experimental 
Les changements de la pression de perfusion arterielle et veineuse suite a la stimulation 
nerveuse perivasculaire (SNP) ont ete controles dans le lit mesenterique de souris dans des 
conditions basale ou pre-contracte avec du KC1 (artere) ou 1TJ46619 (veine). Ces lits ont 
prealablement ete traites avec de la guanethidine, l'atropine, l'indometacine et le prazosin. 
Les reponses arterielles NANC ont ete egalement caracterisees avec un antagoniste du 
recepteur CGRP1 soit PaCGRP8-37. En conclusion, la liberation de CGRP arteriel induite par 
la SNP a ete mesuree par une experience immuno-enzymatique. 
Principaux resultats 
Le haCGRPg-37 accroit 1'augmentation de la pression de perfusion arterielle basale induite par 
la SNP. Le traitement au haCGRPs-37 ou a la capsaicine induit une reduction dans la pression 
de perfusion du lit arteriel pre-contracte seulement, suite a la SNP NANC, lorsque compare 
au vehicule. De plus, la destruction chimique de l'endothelium inhibe la reduction de la 
pression de perfusion dans le lit mesenterique arteriel lors de la SNP et de bolus injection de 
haCGRP. Les reponses nerveuses NANC ont aussi ete reduites par les inhibiteurs de la 
guanylate cyclase et de l'adenylate cyclase {\H- [oxadiazole de 1.2.4] [4,3-a] quinoxalin-1-
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one (ODQ)) et [9 (tetrahydro-2-furanyl) - 9H-purin-6-amine] (SQ 22 536), respectivement. 
L'inhibiteur neuronal de la nNOS, le 7-nitroindazole (7-NI) a cependant augmente la reponse 
vasodilatatrice NANC dans les vaisseaux de type sauvage, eNOSKO mais pas des souris 
iNOSKO. En conclusion, la SNP augmente la relache de CGRP immuno-reactive du lit 
mesenterique arteriel perfuse. 
Conclusions et implications 
Notre etude demontre un role pour le CGRP dans la reduction NANC de la pression de 
perfusion arterielle mais non veineuse du lit mesenterique de la souris lors de la SNP. 
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Abbreviations: BIBN4096BS, 1-Piperidinecarboxamide, N-[2-[ [5-amino-l-[ [4-(4-
pyridinyl)-1 -piperazinyl] carbonyl]pentyl] amino] -1 - [(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl) 
methyl]-2-oxoethyl]-4-(l ,4-dihydro-2-oxo-3(2H)-quinazolinyl)- [R-(R*,S*)]-; CGRP, 
Calcitonin gene-related peptide; EDHF, Endothelium derived hyperpolarizing factor; EIA, 
Enzyme immunoassay; haCGRP, human fragment 8-37 of alpha calcitonin gene-related 
peptide; KC1, Potassium chloride; L-NAME, NG-nitro-L-arginine methyl ester; 7-NI, 7-
Nitroindazole; NOS I, neuronal nitric oxide synthase; NOS II, inducible nitric oxide 
synthase; NOS III, endothelial nitric oxide synthase; ODQ, li/-[l,2,4]oxadiazole[4,3-a] 
quinoxalin-1-one; PNS, Perivascular nerve stimulation; SQ 22 536, [9-(tetrahydro-2-
furanyl)-9H-purin-6-amine; an adenylyl cyclase inhibitor]; TRPV1, Transient receptor 
potential vanilloid receptor 1; TTX, Tetrodotoxin. 
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ABSTRACT 
Background and purpose 
Calcitonin gene-related peptide (CGRP), a capsaicin-sensitive neuromodulator of splanchnic 
vascular tone in several animal species, remains poorly investigated in mouse models. We 
therefore assessed whether endogenous CGRP is a non-adrenergic/non-cholinergic (NANC) 
neuromodulator in the mesenteric vascular bed of the mouse. 
Experimental approach 
Arterial and venous changes in perfusion pressure in response to perivascular nerve 
stimulation (PNS) were monitored in the mouse mesenteric bed under basal conditions or 
precontracted with KC1 (artery) or U46619 (vein) in circuits pretreated with guanethidine, 
atropine, indomethacin and prazosin. Arterial responses to NANC were also characterized 
with a CGRP1 antagonist, aCGRP8.37. Finally, the PNS-induced released of arterial CGRP 
was measured by enzyme immunoassay. 
Key results 
HaCGRPs-37 enhanced PNS-induced arterial increases in perfusion pressure under basal tone. 
PNS-induced stimulation of NANC triggered an haCGRPs-37 or capsaicin- sensitive 
reduction in perfusion pressure of the pre-contracted arterial bed only. Chemical removal of 
the endothelium inhibited PNS- and haCGRP - induced reduction in perfusion pressure in the 
arterial mesenteric bed. Responses to NANC nerves were reduced by guanylate and 
adenylate cyclase inhibitors (l//-[l,2,4]oxadiazole[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ)) and [9-
(tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine] (SQ 22 536), respectively. A neuronal NOS 
inhibitor (7-nitroindazole; 7-NI) also enhanced the response to NANC in vessels from wild 
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type, eNOS but not iNOS KO mice. Finally, PNS enhanced the release of immunoreactive 
CGRP from the perfused arterial mesenteric bed. 
Conclusions and implications 
Our study demonstrates a role for CGRP in the NANC-dependent reduction in perfusion 
pressure of the arterial but not venous mesenteric bed of the mouse. 
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INTRODUCTION 
Primary afferent neurons, initiated in the dorsal root ganglia, provide a perivascular network 
of sensory fibres around the arterial system throughout the body (Holzer et al., 1995). Trans-
mural complexes composed of those sensory nerve fibers releasing calcitonin gene related 
peptide (CGRP), substance P (SP), vasoactive intestinal peptide (VIP), nitric oxide (NO) and 
adenosine 5'-triphosphate (ATP) (Lundberg, 1996), act in most cases as modulators of the 
autonomic sympathetic and parasympathetic activity in vessels of the intestinal tract (Maggi 
& Meli, 1988; Mione et al, 1990). 
Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a 37-amino acid vasoactive neurotransmitter that 
has been shown to act as a physiological antagonist of autonomic nerve-dependent increases 
in vascular tone (Mione et al, 1990). For example, CGRP is known as the main neuropeptide 
involved in the capsaicin-sensitive nerve-induced vasodilatation of the rat mesenteric 
vascular bed (Kawasaki et al, 1988; 1990). Binding of capsaicin to specific neuronal 
receptors, prompts neurotransmitter release such as CGRP from the peripheral ending of 
sensory nerves followed by a desensitization of the mechanism (Rubino & Burnstock, 1996). 
CGRP-dependent responses in the vascular system are usually mediated by a G-protein-
coupled receptor; calcitonin receptor-like receptor (CL), associated to a receptor activity-
modifying protein (CL/RAMP1) (McLatchie et al, 1998). We have also previously shown 
that exogenously-administered human aCGRP (haCGRP), as well as the NANC-stimulated 
vasodilatation in the arterial but not venous mesenteric bed of the rat depends on the 
activation of CGRP 1 receptors (Claing et al, 1992). 
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Our group has developed and characterized a mouse counterpart of the rat double-perfused 
mesenteric bed, initially reported by Warner (1990), and has shown in this model that 
bradykinin induces an endothelium and dose-dependent vasodilatation of the arterial and 
venous circuits of wild-type but not B2 knockout mice (Berthiaume et al., 1997). More 
recently, Grant et al. (2004) reported that exogenously-administered haCGRP triggers, in the 
arterial mesenteric bed of the mouse, a marked vasodilatation which was abolished by 
BIBN4096BS (1-Piperidinecarboxamide, N-[2-[ [5-amino-l-[ [4-(4-pyridinyl)-l-
piperazinyl]carbonyl]pentyl]amino]-l-[(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl) methyl]-2-oxoethyl]-
4-(l,4-dihydro-2-oxo-3(2H)-quinazolinyl)-[R-(R*,S*)]-), a aCGRP antagonist with high 
affinity for the CGRP1 receptor (Doods et al, 2000). It is however worthy of mention that 
the contribution of the endothelium in these vasoactive responses to CGRP in the mouse 
mesenteric circuit was not explored by this group. 
In addition, Hatanaka et al. (2006) have recently reported that neuronal nitric oxide synthase 
(NOS I) physiologically represses the vasoactive response to adrenergic neurotransmission in 
the rat arterial mesenteric bed. Such modulator roles of the NOS I isoform on NANC 
responses to PNS however remain to be investigated. 
In the present study, we used the murine model developed by Berthiaume et al. (1997) 
towards the pharmacological and biochemical characterization of the putative NANC 
neurotransmitter involved in the modulation of mesenteric arterial and venous perfusion 
pressure in the mouse. We also addressed the putative modulator roles of the NOS isozymes 
(NOS I, II and III) on the NANC evoked response in the murine vascular circuit. 
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Our results confirm that CGRP is a pivotal NANC neuromodulator which acts via cGMP 
/cAMP pathways as a physiological antagonist of perivascular nerve stimulation (PNS)-
induced contraction of the mouse arterial but not venous mesenteric bed. Our data, in 
addition, identifies complex interactions between the different NOS isoforms and highlights 
the role of endothelial derived vasoactive factors other than NO in the physiological 
modulation of NANC activity in this particular system. 
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MATERIALS AND METHODS 
EXPERIMENTAL DESIGN 
Animals 
Wild-type (WT) mice on C57BL/6J background were purchased from Charles River 
(Montreal, QC, Canada). Breeding couples of homozygous iNOS KO (Laubach et al, 1995) 
or eNOS KO (Shesely et al., 1996) mice, with the same C57BL/6J genetic background, were 
obtained from Jackson Laboratory (Bar Harbour, ME, USA). All animals were kept at 
constant room temperature (±23 °C) and humidity (-78 %) under a controlled light-dark cycle 
(6H00 AM-6H00 PM) with free access to food and water. 
Animal care and experimentations were approved by the Ethic Committee on Animal 
Research of the Universite de Sherbrooke. 
Mouse simultaneously-perfused superior mesenteric arterial and venous vascular bed 
As previously described (Berthiaume et al, 1997), male and female mice weighing 25 to 35 
g were anaesthetized with injection of ketamine/xylaxine (87/13 mg Kg"1; i.m.) and then 
killed by aortic exsanguinations. 
The abdomen was opened and the ileocolic and colic branches of the superior mesenteric 
artery were tied. The portal and superior mesenteric veins were freed of connective and 
adipose tissues and cannulated with hypodermic blunt needles (23G.5, Strategic Applications 
Inc., Libertyville, IL). The superior mesenteric artery was cannulated and then perfused at 
200 ul min"1 for 5 min with Krebs' solution (at room temperature) containing heparin (100 U 
ml"1). Following this initial perfusion period, the mesentery was separated from the intestine 
by cutting close to the intestinal border and the preparation was supported by a heated bath 
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(37.5°C). The venous and arterial vasculature were then perfused independently with 
peristaltic pumps (model Ismatec Cole-Parmer; Chicago, IL) at a constant flow rate of 400 ul 
min"1 with warm (37.5°C), oxygenated (95% O2: 5% CO2) Krebs' solution either containing 
or not a cocktail of inhibitors composed of a non-selective cyclooxygenase inhibitor, 
indomethacin (5 umol f1), an indirect sympathomimetic, guanethidine (5 umol 1" ), a 
muscarinic antagonist, atropine (1 umol T1), and a al-adrenergic selective antagonist, 
prazosin (1 umol l"1). The cocktail used, with the exception of the added prazosin, has been 
previously reported by our laboratory in the rat, guinea pig and mouse mesenteric beds 
(Claing et ah, 1992, D'Orleans-Juste et al., 1996, Berthiaume et al., 1997). The changes in 
perfusion pressures were measured with pressure transducers Statham (Model P-23A) and 
recorded on a Grass physiograph (Model 7-D). 
After 45 to 50 min of stabilization and a steady base line perfusion pressure reached on both 
sides of the preparation, a dual platinum electrode was placed near the superior mesenteric 
artery and vein proximal to the cannulae for electrical stimulation (stimulator Grass, Model 
S5) of the perivascular nerves. 
EXPERIMENTAL PROTOCOLS 
Responses to PNS of the non-precontracted venous and arterial mesenteric vasculature 
After stabilization, perivascular electrical stimulation was applied to the arterial (2 and 30 
Hz; 60 V; 5 msec duration for 1 min) or venous (30 and 80 Hz; 80 V; 5 msec duration for 1 
min) mesenteric vasculature in the absence and presence of the CGRP1 receptor antagonist 
haCGRP8-37 (2.5 umol l"1) (Chiba et al, 1989) infused for 15 min prior to and during 
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electrical challenges. Vasoconstriction to PNS was expressed as increase in perfusion 
pressure from baseline (mmHg). 
NANC-dependent responses of the pre-contracted arterial and venous mesenteric 
vasculature 
The perfusion pressure of the cocktail-treated arterial and venous mesenteric vasculature was 
increased by infusing a solution of KC1 (200 mmol l"1) or U46619 (20 umol F1), respectively. 
When a plateau was reached, the arterial and venous mesenteric arteries were separately 
stimulated (0.5-80 Hz; 60 V; 5 msec duration for 1 min). To avoid tachyphylaxis, each 
mesenteric bed was electrically stimulated once. Arterial or venous responses were expressed 
as percent change of induced perfusion pressure increases following infusions of KC1 or 
U46619, respectively. 
It is worthy of notice that sodium nitroprusside was systematically administered (50 nmol) at 
the end of all experiments to ascertain the reactivity of the mesenteric circuits to guanylate 
cyclase stimulation (i.e. cyclic GMP dependent reduction in perfusion pressure). 
Modulatory roles of NOS isoforms in arterial mesenteric bed responses to PNS- or 
haCGRP-dependent arterial vasodilator responses 
The KC1 pre-contracted and cocktail-treated arterial mesenteric vasculatures of control, 
eNOS or iNOS KO mice were perfused with vehicle or 7-nitroindazole (7-NI) (100 umol l"1, 
for 15 min prior to and during the entire experiments) (Alderton et al, 2001; Ralevic, 2002) 
to evaluate the implication of neuronal NOS in the reduction in perfusion pressure afforded 
by PNS. Dose-dependent responses to haCGRP administered in bolus volumes (1 uL) were 
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also assessed in the arterial mesenteric vasculature of control or endothelial NOS knockout 
mice as well as in 7-NI pretreated vascular circuits derived from wild-type animals. 
Contribution of the endothelium and nitric oxide in arterial mesenteric bed responses to 
PNS- or haCGRP-dependent arterial vasodilator responses 
The KC1 pre-contracted and cocktail-treated arterial mesenteric vasculatures of wild type 
mice were perfused with vehicle, the detergent sodium deoxycholate, which dissolve plasmic 
membrane, (SD) (0.45 mg ml"1, for a 45 seconds time period prior to stimulation) (Eguchi et 
ah, 2004) or with the non selective NOS inhibitor L-NAME (400 umol l"1, for 45 minutes) 
prior and during electrical or pharmacological stimulation, to evaluate the implication of 
endothelium and nitric oxide, respectively, in the vasodilator response to PNS and haCGRP. 
Pharmacological characterization of the arterial vasodilator response to PNS by 
hCGRP837 
To characterize pharmacologically the vasodilator response to PNS, the CGRP1 receptor 
antagonist, haCGRPs^, was infused in KC1 precontracted arterial mesenteric vasculature 
(2.5 umol l"1) 15 min before and during PNS (30 Hz; 60 V; 5 msec duration for 1 min) or 
bolus (1 uL) injections of haCGRP (1 nmol). 
Contribution of C-sensory/neurogenic fibers in the NANC dependent arterial 
vasodilator responses to PNS 
The contribution of C-sensory nerves fibers in NANC responses was assessed by pre-treating 
the arterial mesenteric bed with capsaicin (5 umol l"1) which was infused for 25 min. This 
concentration of capsaicin has been previously shown to deplete neurotransmitters from 
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peripheral ending of sensory nerves (Rubino & Burnstock, 1996). The cocktail-treated 
mesenteric circuits were subsequently washed out for 30 min before being pre-contracted 
with infusion of KC1 and finally stimulated by PNS (30 Hz; 60 V; 5 msec duration for 1 min) 
or by bolus injections of aCGRP (1 nmol). In another series of experiments, PNS, CGRP and 
NaNP induced changes in perfusion pressure were monitored in arterial mesenteric beds 
derived from wild type mice pretreated with either vehicle or with tetrodotoxin (lumol f1, 15 
minutes prior to stimulations) (Phillips et al., 1998) to ascertain the neurogenic nature of PNS 
and NANC induced responses of the mouse mesenteric circuits. 
Contribution of cAMP and cGMP transduction pathways in the vasodilator responses 
to PNS 
The guanylate and adenylate cyclase inhibitors, ODQ (Garthwaite et al, 1995; Sobey & 
Faraci, 1997) and SQ 22 536 (Harris et al, 1979), respectively, were infused either 
individually or concomitantly at a concentration of 10 umol 1" each for 15 min prior to and 
during PNS or bolus injection of haCGRP in KC1 pre-contracted and cocktail-treated arterial 
mesenteric vasculature of control mice. 
Enzyme immunoassays (EIA) for CGRP 
For measurements of immunoreactive CGRP release after PNS, an enzyme immunoassay 
(EIA) for rat CGRP (EIA Kit no 589001, Cayman Chemicals, distributed by SPIbio, France) 
with a 100 % cross-reactivity with the same peptide of murine origin (Arai et al, 2003 and 
Cayman Chemicals) was used. After stabilization, 10 minutes (basal) perfusates were 
collected before and following PNS. All perfusates were acidified with equal volumes of 4 % 
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acetic acid. Extraction was performed in solid-phase sorbent using a Sep-Pak C-18 cartridge 
(Waters, Milford, MA). Immunoreactive CGRP content was determined as described by the 
supplier. 
Materials 
The Krebs' solution was composed as follows (mmol l"1): NaCl, 118; KC1, 4.7; KH2P04, 
1.2; MgS04.7H20, 1.2; CaCl2.6H20, 2.5; NaHC03, 25; and glucose, 5.5. Indomethacin, 
atropine, bradykinin, prazosin, 7-nitroindazole, SQ 22 536, ODQ, sodium nitroprusside, 
sodium deoxycholate, U46619 and capsaicin were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO). Guanethidine sulphate was from TCI America (Portland, OR). The haCGRP 
and haCGRPg.37 were generous gifts from Dr. A. Fournier (IAF-INRS-Sante, Dorval, 
Quebec). Rat EIA kit for CGRP was purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, 
Michigan). Atropine and indomethacin were dissolved in ethanol, prazosin in methanol, 7-
nitroindazole and ODQ in dimethyl sulfoxide (DMSO). The Krebs' concentration of ethanol, 
methanol and DMSO did not exceed 0.05 %. The others drugs were dissolved in phosphate-
buffered saline pH 7.4 or in distilled water. All vehicles were tested and were found without 
any significant effects against the mesenteric responses to aCGRP or PNS. 
Statistical analysis 
Results are shown as mean values ± S.E.M. for n experiments. Student's unpaired Mest and 
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni's multiple comparisons 
tests were used when appropriate in order to determine the significance of differences 
between means and were taken as a significant value of p<0.05. 
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RESULTS 
Typical responses of the pre- and post-capillary mesenteric circuit of the mouse to PNS 
The basal perfusion pressure on the arterial or venous mesenteric bed of wild type mice 
averaged at 10.61 + 0.96 or 1.29 + 0.15 mmHg, respectively, when perfused at a flow of 400 
uL per minute (n=55) (Table 1). 
Figures la and lb illustrate typical arterial and venous responses to PNS in the non-pre-
contracted mesenteric bed. It is noticeable that the venous circuit is less responsive to 
electrical stimulation than the arterial bed, as the latter responds at lower thresholds of field 
stimulation (2 vs. 30 Hz, in the arterial and venous bed, respectively). 
It is noteworthy that KC1 was found to be the most stable enhancer of vascular tone in the 
arterial mesenteric bed, when compared to noradrenalin or U46619. Indeed, the later two 
stimulants infused at concentrations of 10 and 20 umol F1, respectively, induced an increase 
in perfusion pressure which was not sustained for more than 2 minutes (results not shown). In 
contrast, KC1 (200 mmol l"1) induced a protracted perfusion pressure of 37.74 + 1.95 mmHg 
which lasted for at least 50 minutes in the arterial mesenteric beds tested (n= 124, see Table 
1). Table 1 also summarizes the basal perfusion pressure of the arterial and venous 
mesenteric beds as well as the increases in perfusion pressure triggered by KC1 in C57BL/6J 
mice treated with vehicle or 7-Nitroindazole or in circuits derived from eNOS KO or iNOS 
KO mice. 
Figure lc shows that in mesenteric beds pretreated with guanethidine (5 umol F1), prazosin 
(1 umol F1), indomethacin (5 umol F1) and atropine (1 umol F1), and pre-contracted with 
KC1, the arterial circuits respond to PNS by a marked vasodilatation. In contrast, the venous 
circuit responds to U46619 (20 umol F1) by a 3 + 0.5 mmHg increase in vascular tone 
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(Figure Id) when compared to 0.58 + 0.14 and 0.43 + 0.07 mm Hg (n= 5 each) in non 
contracted post-capillary beds treated with vehicle or with the cocktail of inhibitors, 
respectively. 
CGRPs-37 potentiates the contractile response to PNS in the arterial but not venous 
mesenteric bed of the mouse 
Perivascular nerve stimulation in non pre-contracted vessels triggered a frequency-
dependent increase in pre- and post-capillary perfusion pressures, which were significantly 
potentiated by the CGRP1 antagonist haCGRP8.37 (2.5 umol l"1), in the arterial (P < 0.001, 
n=5) but not venous mesenteric bed of the mouse (Figure 2a and b). 
Considering the lack of potentiating properties of haCGPvPg.37 on the venous constrictor 
response to PNS, as well as the absence of veno-dilator response afforded by the same 
electrical stimulus, subsequent experiments were limited to the arterial mesenteric bed. 
Pharmacological characterization of the pre-contracted pre-capillary mesenteric 
responses to PNS and haCGRP 
Upon stabilization of the KCl-induced contraction (15-20 minutes), PNS (0.5 to 80 Hz) 
triggered a pronounced reduction of arterial perfusion pressure in a frequency-dependent 
fashion (Figure 3 a). 
In the following series of experiments, haCGRP8-37 pre-infused at 2.5 umol l"1 for 15 minutes 
markedly reduced the vasoactive response of the arterial mesenteric bed to PNS (30 Hz) and 
exogenously-administered haCGRP (1 nmol), but not to NaNP (50 nmol) (Figure 3b). 
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In addition, Figure 4 shows that PNS triggered a frequency-dependent release of 
immunoreactive CGRP, as detected by specific EIA, following 60-second long trains of 
electrical stimulations at 30 and 80 Hz (ANOVA; * p < 0.05 and *** p < 0.001, respectively, 
when compared to basal, n=10-14). 
Figure 5a illustrates that a 25-minute pre-treatment of the mesentery vasculature with 
capsaicin (5 umol F1) reduced the vasodilatation triggered by PNS (30 Hz) by 75.84 + 17.23 
%, yet had no effect on the arterial response to exogenously-administered haCGRP (1 nmol). 
Finally, a 15 minutes pre-treatment of the mesenteric circuit with tetrodotoxin (1 umol F1) 
markedly reduced the frequency dependent reduction in arterial perfusion pressure afforded 
by PNS without affecting the same response to haCGRP (1 nmol) or NaNP (50 nmol) 
(Figure 5b). TTX and capsaicin experiments were limited to PNS stimuli of up to 30 Hz the 
latter triggering a quantitatively similar reduction of perfusion pressure as afforded by the 
highest dose of exogenously administered haCGRP (1 nmol). 
Contribution of the endothelium and of nitric oxide in arterial mesenteric bed responses 
to PNS- or haCGRP-dependent arterial vasodilator responses 
Figure 6 shows that responses to PNS (30 Hz) and to haCGRP (1 nmol) were significantly 
reduced in mesenteric beds pre-treated with sodium deoxycholate (for chemically removing 
the endothelium) when compared to vehicle treated circuits (Student's t-test; * p < 0.05, n = 
6-10). The same treatment abolished the reduction in perfusion pressure triggered by 
bradykinin (100 nmol) without affecting that induced by NaNP (50 nmol) (figure 6). In an 
additional series of experiments, the non selective NOS inhibitor L-NAME, significantly 
potentiated the increases in perfusion pressure induced by KC1 (45.75 + 3.49 mmHg; *** p < 
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0.001, n = 10) when compared to circuits none treated with L-NAME (Table 1). L-NAME, in 
contrast, inhibited the decrease of perfusion pressure induced by PNS (30 Hz) (+ vehicle: 
21.36 ± 2.98; + L-NAME: 10.72 ± 4.14 %, P < 0.05, n=6) and haCGRP at 100 pmol (+ 
vehicle: 18.82 ± 3.27; + L-NAME: 7.18 ± 1.65 % P < 0.05, n= 6 and 5, respectively) but not 
that at a higher dose of 1 nmol of the same peptide (+ vehicle: 25.94 ± 2.99; + L-NAME: 
21.07 ± 2.55 % n=ll) . Finally, L-NAME potentiated the reduction in perfusion pressure 
afforded by NaNP (+ vehicle: 19.27 ± 2.76; + L-NAME: 28.29 ± 2.08 %, p < 0.05, n=10). 
Modulatory contributions of iNOS, eNOS and nNOS in the mesenteric response to PNS 
or hCGRP 
Figure 7a shows that the response to PNS is enhanced by 7-nitroindazole (100 umol l"1) 
(Student's /-test; * p < 0.05, n=7) in KCL-pre-contracted circuits derived from wild type and 
eNOS KO, but not iNOS KO mice. In contrast, responses to haCGRP in 7-NI pre-treated 
vascular mesenteric circuits of wild-type congeners did not differ from those of vehicle 
treated vessels (Figure 7b). Responses of the same circuit to exogenously-administered 
haCGRP to the lower two (25 and 100 pmol) but not at the highest dose of 1000 pmol were 
also potentiated in vessels derived from eNOS KO mice (Figure 7b). 
Contribution of cAMP and cGMP in the vasodilator response to PNS and CGRP 
In a final series of experiments, the guanylate cyclase inhibitor ODQ (10 umol l"1) (Figure 
8a) or the adenylate cyclase inhibitor SQ 22 536 (10 umol l"1) (Figure 8b) were tested against 
the vasodilator responses to exogenous haCGRP or the NANC-dependent response of the 
arterial mesenteric bed of the mouse to PNS. Administered alone, ODQ or SQ 22 536 
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reduced the vasodilator responses to haCGRP or PNS. In a series of control experiments, 
ODQ but not SQ 22 536 markedly inhibited the vasorelaxation induced by NaNP (Figure 8a 
and 8b). Finally, when combined, ODQ and SQ 22 536 reduced the response to PNS in an 
additive fashion (control PNS (30 Hz): 21.36 + 2.98; PNS + ODQ and SQ 22 536: 4.87 + 
1.95 mmHg, (Student's Mest; *** p < 0.001, n=6, when compared to ODQ or SQ 22 536 
administered separately) (Figures 8a and 8b). 
54 
DISCUSSION 
To our knowledge, this is the first report demonstrating an important role for endogenous 
CGRP in the NANC-dependent vasodilatation of the arterial but not venous mesenteric bed 
of the mouse. We have also shown that removal of the endothelium or treatment with a non 
selective NOS inhibitor markedly reduced the response to NANC stimulation whereas 7-
nitroindazole (a putative nNOS inhibitor) enhanced the same response of the mesenteric 
arterial bed. In addition, genetic repression of the eNOS gene potentiated the response to 
exogenous CGRP yet had no significant effect on NANC-induced responses. Finally, the 
reduction of perfusion pressure afforded by NANC stimulation was found to be sensitive to 
adenylate and guanylate cyclase inhibitors. 
Our study shows that NANC stimulation triggers capsaicin-sensitive vasodilatation in the 
arterial mesenteric bed of the mouse, as recently revisited in the same circuit in the rat 
(Ralevic et al., 2000). It is noteworthy that a depolarizing concentration of KC1 was used in 
our model, to establish a stable and protracted increase in perfusion pressure. Even in a 
depolarized state, the mouse arterial mesenteric bed responded to PNS via a TTX or 
capsaicin sensitive reduction of perfusion pressure. 
Interestingly, capsaicin activates the transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) as 
recently reviewed by Begg et al. (2005) whereas Rainsinghany et al. (2005) have suggested 
that binding of capsaicin to its receptors can occur in a voltage dependent fashion in patch 
clamped-single cell experiments. Our results on NANC induced reduction in perfusion 
pressure in a complex vascular circuit under depolarized conditions can therefore be 
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explained by the voltage dependent increases in TRPV1 activation as previously put forward 
by Rainsinghany et al. (2005). 
In contrast, venous mesenteric beds of the mouse responded to PNS in vehicle or cocktail-
treated vasculatures by an increase in perfusion pressure suggesting a direct venous 
constrictive response to field stimulation in our model. Interestingly, Ahluwalia & Vallance 
(1997) have shown a capsaicin-dependent vasodilatation of small veins derived from the rat 
mesenteric bed. The conclusions drawn by Ahluwalia & Vallance (1997) allows us to argue 
in favour of regional differences in mesenteric vascular reactivity to various stimuli, since we 
have reported that the rat venous mesenteric bed responded to NANC stimulation by a 
capsaicin-insensitive increase in perfusion pressure (Claing et al., 1992). With regards to the 
observations summarized above, further pharmacological characterizations of the venous 
mesenteric bed of the mouse are currently ongoing in our laboratory. 
It is also of interest that blockade of CGRP1 receptors potentiated the increase in arterial but 
not venous resistance triggered by the catecholaminergic/cholinergic responses of the non 
pre-contracted mesenteric bed of the mouse to perivascular nerve stimulation. PNS triggers 
as well the release of immunoreactive CGRP from the arterial mesenteric bed, as previously 
reported also in a mouse gastric mucosa model (Arai et al, 2003) but not in the venous 
circuit. Thus, we suggest that the endogenous neuropeptide CGRP acts as a physiological 
antagonist of adrenergic/cholinergic-induced increases of perfusion pressure in the 
mesenteric pre-capillary circuits of the mouse. It is yet to be determined whether this NANC-
dependent physiological antagonism of sympathetic/ parasympathetic tone is caused by a 
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direct vascular effect of CGRP and/or through the interference of this neuropeptide on 
NA/Ach release from perivascular nerve terminals. In support of the later concept, Oh-hashi 
et al. (2001) have reported increased urinary levels of catecholamine metabolites in mice 
repressed for the aCGRP gene. In contrast, Maynard & Burnstock (1994) have shown that 
purines but not CGRP act as the main pre-junctional modulator of tritiated noradrenaline 
release in the rabbit ear artery model. 
We have also shown that reductions in perfusion pressure of the mouse arterial mesenteric 
circuit by endogenous CGRP (via NANC stimulation) are modulated by the neuronal isoform 
of the NO producing enzyme. It is noteworthy that Ralevic (2002) showed that the release of 
transmural NO represses NANC-dependent vasodilatation, albeit the specific contribution of 
the neuronal isoform was not identified. In addition, Hatanaka et al. (2006) have recently 
reported that nNOS is a potent repressor of adrenergic-dependent vasoconstriction following 
perivascular nerve stimulation of the rat arterial mesenteric bed. Therefore the neuronal NOS 
may significantly represses the overall (i.e. autonomic and C-fibre-dependent) perivascular 
nervous control of mesenteric tone in the mouse model. 
The source of neuronal NOS in the mesenteric bed of the mouse remains to be histologically 
confirmed. In circuits of larger animal species, nNOS has been suggested to act either as a 
co-transmitter with CGRP or as a single neuromodulator derived for nitrergic nerve 
terminals, as recently revisited by Hatanaka et al., (2006). Assuming that in our model, 7-
nitroindazole selectively inhibits the neuronal isoform, our results would support an 
important role for nNOS as a pre-junctional modulator of the CGRPergic nerve terminals 
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since the inhibitor potentiated the response to NANC stimulation. This concept is also 
reinforced by the fact that 7-NI did not alter the reduction of perfusion pressure induced by 
exogenously administered haCGRP in circuits derived from wild type congeners. 
The selectivity of 7-nitroindazole as a neuronal NOS inhibitor varies depending on the 
bioassay investigated (Moore & Handy, 1997; Reiner & Zagvazdin., 1998). In in vivo 
settings however, several groups have exploited 7-NI towards the characterization of nNOS 
selective mechanisms (Di Matteo et ah, 2005, Lidington et ah, 2007, Tai et ah, 2007, Song et 
ah, 2007). In the present study, we suggest a selective neuronal uptake of 7-NI (as previously 
suggested by Southan & Szabo., 1996) in our model, unlike vascular rings or in isolated 
cells, since the mesenteric bed assay possesses complex and functional autonomic nerve 
networks. 
It is also worthy of notice that 7-NI did not potentiate PNS response in mesenteric beds 
derived from iNOS KO as opposed to wild type and eNOS KO mice. If 7-NI was non 
selective, one would have expected a potentiating effect of this inhibitor in all vascular beds 
tested. Alternatively we suggest that knocking out the iNOS gene interferes with nNOS 
dependent neuromodulation. Little is known on the putative crosstalk between nNOS and 
iNOS if not for the study of Martins-Pinge et al (2006) reporting a positive cooperativity of 
both NOS isoforms within the rostral ventrolateral medulla in the sympathetic control of 
cardiovascular functions. 
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We have also shown that endothelial removal with sodium deoxycholate and overall 
inhibition of NO production with L-NAME markedly inhibited both NANC - and haCGRP 
induced reduction in arterial perfusion pressure in the mouse mesenteric bed (only at the 
lower dose tested for the later stimulant). These results firstly highlight that both endogenous 
CGRP (i.e. NANC induced) and the exogenously administered peptide require a functional 
endothelium to optimally act as a vasoactive factors in the murine mesenteric circuit. 
Secondly, albeit NO appears to mediate the mouse mesenteric response to PNS as well as to a 
lower dose of haCGRP, the response to the highest dose of the same peptide may be 
dependent on other endothelial derived factors such as epoxyeicosatrienoic acids 
(Campbell., 2000), C-type Natriuretic peptide (Sandow & Tare., 2007), hydroperoxides 
(Shimokawa & Matoba., 2004) and the charybdotoxin and apamin sensitive endothelial 
derived hyperpolarizing factor (EDHF) (for recent review, Feletou & Vanhoutte., 2006). 
Among those four factors, the later appears the most unlikely candidate considering that high 
KC1 concentrations used in our study would hamper hypolarization of potassium channels by 
EDHF in the underlying mesenteric smooth muscle (Feletou & Vanhoutte., 2006). 
Thirdly, endothelial removal abolished the reduction of perfusion pressure induced by BK 
but only reduced that afforded by haCGRP and PNS suggesting an endothelium independent 
component in the vasoactive properties of the later peptide as suggested by Amerini et al., 
(1993) and Gangula et al, (2003). 
In contrast, the reduction in perfusion pressure afforded by CGRP, at the two lowest doses 
tested, was potentiated in eNOS KO mice. We suggest that the opposite effects of endothelial 
removal and NO inhibition versus repression of the endothelial NOS on the responses to 
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CGRP are due to nNOS compensatory mechanisms previously reported in the eNOS KO 
mouse. In support of this concept, Loesch & Burnstock (1998) have immunohistologically 
identified both nNOS and eNOS in the cytoplasm of endothelial cells. Sanz et al. (2001) have 
subsequently reported that nNOS is importantly involved in leukocyte-endothelial cells 
interactions in eNOS KO mice. 
Considering that 7-nitroindazole also potentiated the NANC response to PNS in arterial 
mesenteric circuits of eNOS KO mice our results support a functional role the neuronal NOS 
isozyme as a neuromodulator of perivascular nerves stimulation even in absence of the 
endothelial nitric oxide synthase. 
It is also possible that the enhanced response to the lower doses CGRP but not to NANC 
stimulation reported here in mesenteric bed of eNOS KO mice may be due to the fact that the 
exogenous peptide must permeate through the endothelial barrier whereas the capsaicin 
sensitive response to PNS may be targeting firstly the underlying smooth muscle. 
It is also important to point out that we have focused mainly on the involvement of the nitric 
oxide synthase pathways in the reactivity of the mouse mesenteric bed to NANC stimulation. 
One can not exclude, however that NANC stimulation trigger the release of several other 
peptides and autacoids (Lundberg, 1996) which are unaccounted for by the pharmacological 
approaches exploited in our study. 
For example, the systematic use of a cyclooxygenase inhibitor, did not allow the 
identification of a modulatory role for endogeneous eicosanoid in the response of the mouse 
mesenteric bed to NANC stimulation. Komada et al. (1995), had reported an indomethacin 
sensitive component in the constrictor properties of PGF2 alpha and U46619 in mesenteric 
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microvessels of the rat. The contribution of COX-derived metabolites as modulators of the 
mouse mesenteric vascular tone remains, therefore, to be investigated. 
Finally, the present study also illustrates the significant contribution of cAMP in the 
reduction in arterial mesenteric perfusion pressure, following NANC stimulation. Brain & 
Grant (2004) had initially demonstrated cAMP dependent vasodilatory responses to CGRP. 
Our data however also suggest that cGMP may be an additional intracellular signalling 
nucleotide involved in the mouse mesenteric bed response to NANC stimulation. 
Considering that both endothelial removal and L-NAME blunted markedly the response of 
the arterial mesenteric bed to NANC stimulation, it is suggested that the release of 
endogenous CGRP following PNS triggers the release of endothelial derived nitric oxide to 
subsequently activate cGMP production in the underlying vascular smooth muscle (Murad., 
2006). It is noteworthy that the cGMP dependent vasodilator NaNP was considered in our 
model, as a reliable control towards the assessment of guanylate cyclase dependent 
vasoactive responses in the mouse mesenteric bed. 
In conclusion, our study reports that endogenous CGRP is an important mediator, following 
activation of CGRP 1 receptors and via cAMP/cGMP pathways, of NANC responses in the 
pre-capillary but not post-capillary circuits of the mouse mesenteric bed. Our results also 
suggest that the neuronal but not the endothelial NOS may limit the NANC response to 
perivascular nerve stimulation in these murine vascular beds. In contrast, NO and other 
endothelial derived factors, are also involved as mediators of the responses to both NANC 
induced stimulation and exogenous haCGRP in the same circuit. Finally, we suggest that, in 
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accordance to previous reports in vascular models derived from larger animal species 
(Kawasaki et al, 1991., Rubino & Burnstock., 1996, Brain & Grant., 2004) NANC 
perivascular nerves act as a physiological antagonist of the autonomic nerve- dependent 
increase of perfusion pressure in the arterial mesenteric bed of the mouse. 
62 
ACKNOWLEDGMENTS 
The authors acknowledge the financial support of the Canadian Institutes for Health 
Research. We also express our gratitude to Dr. Nathalie Berthiaume (Dept. of Pharmacology, 
Universite de Sherbrooke) for technical support, Dr. Alain Cadieux (Dept. of Pharmacology, 
Universite de Sherbrooke) for constructive comments on this manuscript and Dr Robert 
Dumaine (Dept. of Physiology, Universite de Sherbrooke) for supplying TTX. P.D.J, is a 
National Scholar of the Fonds de la Recherche en Sante du Quebec. 
STATEMENT OF CONFLICTS OF INTEREST 
The authors of the present manuscript declare that there are no financial links including 
consultancies with manufacturers of material or devices described in the paper as well as 
links to the pharmaceutical industry or regulatory agencies or any other potential conflicts of 
interest. 
REFERENCES 
63 
Ahluwalia A, Vallance P (1997). Evidence for functional responses to sensory nerve 
stimulation of rat small mesenteric veins. J Pharmacol Exp Ther 281: 9-14. 
Alderton WK, Cooper CE, Knowles RG (2001). Nitric oxide synthases: structure, function 
and inhibition. Biochem J 357: 593-615. 
Amerini S, Mantelli L, Ledda F (1993). Nitric oxide is not involved in the effects induced by 
non-adrenergic non-cholinergic stimulation and calcitonin gene-related peptide in the 
rat mesenteric vascular bed. Neuropeptides 25: 51-55. 
Arai K, Ohno T, Saeki T, Mizuguchi S, Kamata K, Hayashi I et al. (2003). Endogenous 
prostaglandin 12 regulates the neural gene related peptide emergency system through 
release of calcitonin Gut 52: 1242-9. 
Begg M, Pacher P, Batkai S, Osei-Hyiaman D, Offertaler L, Mo FM et al. G (2005). 
Evidence for novel cannabinoid receptors. Pharmacol Ther 106: 133-145. 
Berthiaume N, Hess F, Chen A, Regoli D, D'Orleans-Juste P (1997). Pharmacology of kinins 
in the arterial and venous mesenteric bed of normal and B2 knockout transgenic mice. 
Eur J Pharmacol 333: 55-61. 
Brain SD, Grant AD (2004). Vascular actions of calcitonin gene-related peptide and 
adrenomedullin. Physiol Rev 84: 903-934. 
64 
Campbell WB (2000). New role for epoxyeicosatrienoic acids as anti-inflammatory 
mediators. Trends Pharmacol Sci 21: 125-7. 
Chiba T, Yamaguchi A, Yamatani T, Nakamura A, Morishita T, Inui T et al. (1989). 
Calcitonin gene-related peptide receptor antagonist human CGRP-(8-37). Am J Physiol 
256:E331-5. 
Claing A, Telemaque S, Cadieux A, Founder A, Regoli D, D'Orleans-Juste P (1992). 
Nonadrenergic and noncholinergic arterial dilatation and venoconstriction are mediated 
by calcitonin gene-related peptide 1 and neurokinin-1 receptors, respectively, in the 
mesenteric vasculature of the rat after perivascular nerve stimulation. J Pharmacol Exp 
Ther 263: 1226-1232. 
Di Matteo V, Benigno A, Pierucci M, Giuliano D A, Crescimanno G, Esposito E et al. 
(2006). 7-nitroindazole protects striatal dopaminergic neurons against MPP+-induced 
degeneration: an in vivo microdialysis study. Ann N Y Acad Sci 1089: 462-471. 
Doods H, Hallermayer G, Wu D, Entzeroth M, Rudolf K, Engel W et al. (2000). 
Pharmacological profile of BIBN4096BS, the first selective small molecule CGRP 
antagonist. Br J Pharmacol 129: 420-423. 
D'Orleans-Juste P, Berthiaume N, Plante G E, Bkaily G, Claing A (1996). Comparison of the 
pre- and post-capillary vascular reactivity in the rat and guinea pig perfused mesenteric 
bed. Can J Physiol Pharmacol 74: 811-817. 
65 
Eguchi S, Tezuka S, Hobara N, Akiyama S, Kurosaki Y, Kawasaki H (2004). Vanilloid 
receptors mediate adrenergic nerve- and CGRP-containing nerve-dependent 
vasodilation induced by nicotine in rat mesenteric resistance arteries. Br J Pharmacol 
142:1137-1146. 
Feletou M, Vanhoutte P M (2006). Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor Where Are 
We Now? Arterioscler Thromb Vase Biol 26: 1215-1225. 
Gangula PR, Thota C, Wimalawansa S J, Bukoski RD, Yallampalli C (2003). Mechanisms 
involved in calcitonin gene-related Peptide-induced relaxation in pregnant rat uterine 
artery. Biol Reprod 69: 1635-1641. 
Garthwaite J, Southam E, Boulton CL, Nielsen EB, Schmidt K, Mayer B (1995). Potent and 
selective inhibition of nitric oxide-sensitive guanylyl cyclase by 1H-
[l,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-l-one. Mol Pharmacol 48: 184-188. 
Grant AD, Tarn CW, Lazar Z, Shih MK, Brain SD (2004). The calcitonin gene-related 
peptide (CGRP) receptor antagonist BIBN4096BS blocks CGRP and adrenomedullin 
vasoactive responses in the microvasculature. Br J Pharmacol 142: 1091-1098. 
Harris DN, Asaad MM, Phillips MB, Goldenberg HJ, Antonaccio MJ (1979). Inhibition of 
adenylate cyclase in human blood platelets by 9-substituted adenine derivatives. J 
Cyclic Nucleotide Res 5: 125-134. 
66 
Hatanaka Y, Hobara N, Honghua J, Akiyama S, Nawa H, Kobayashi Y et al. (2006). 
Neuronal nitric-oxide synthase inhibition facilitates adrenergic neurotransmission in rat 
mesenteric resistance arteries. J Pharmacol Exp Ther 316: 490-497. 
Holzer P, Wachter C, Heinemann A, Jocic M, Lippe IT, Herbert MK (1995). Sensory nerves, 
nitric oxide and NANC vasodilatation. Arch Int Pharmacodyn Ther 329: 67-79. 
Kawasaki H, Nuki C, Saito A, Takasaki K (1990). Adrenergic modulation of calcitonin gene-
related peptide (CGRP)-containing nerve-mediated vasodilation in the rat mesenteric 
resistance vessel. Brain Res 506: 287-290. 
Kawasaki H, Takasaki K, Saito A, Goto K (1988). Calcitonin gene-related peptide acts as a 
novel vasodilator neurotransmitter in mesenteric resistance vessels of the rat. Nature 
335: 164-167. 
Kodama T, Marmon LM, Vargas R, Farhat M, Hoy GR, Ramwell PW (1995). The 
interaction between endothelium-derived relaxing factor (EDRF) and eicosanoids in the 
regulation of the mesenteric microcirculation. J Surg Res 58: 227-232. 
Laubach VE, Shesely EG, Smithies O, Sherman P A (1995). Mice lacking inducible nitric 
oxide synthase are not resistant to lipopolysaccharide-induced death. Proc Natl Acad 
Sc iUSA92: 10688-10692. 
Lidington D, Li F, Tyml K (2007). Deletion of neuronal NOS prevents impaired vasodilation 
in septic mouse skeletal muscle. Cardiovasc Res 74: 151-158. 
67 
Loesch A, Burnstock G (1998). Perivascular nerve fibers and endothelial cells of the rat 
basilar artery: immuno-gold labelling of antigenic sites for type I and type III nitric 
oxide synthase. J Neurocytol 27: 197-204. 
Lundberg JM (1996). Pharmacology of cotransmission in the autonomic nervous system: 
integrative aspects on amines, neuropeptides, adenosine triphosphate, amino acids and 
nitric oxide. Pharmacol Rev 48:113-178. 
Maggi CA, Meli A (1988). The sensory-efferent function of capsaicin-sensitive sensory 
neurons. Gen Pharmacol 19: 1-43. 
Martins-Pinge MC, Garcia MR, Zoccal DB, Crestani CC, Pinge-Filho P (2007). Differential 
influence of iNOS and nNOS inhibitors on rostral ventrolateral medullary mediated 
cardiovascular control in conscious rats. Auton Neurosci 131: 65-69. 
Maynard KI, Burnstock G (1994). Evoked noradrenaline release in the rabbit ear artery: 
enhancement by purines, attenuation by neuropeptide Y and lack of effect of calcitonin 
gene-related peptide. Br J Pharmacol 112: 123-126. 
McLatchie LM, Fraser NJ, Main MJ, Wise A, Brown J, Thompson N et al (1998). RAMPs 
regulate the transport and ligand specificity of the calcitonin-receptor-like receptor. 
Nature 393: 333-339. 
Mione MC, Ralevic V, Burnstock G (1990). Peptides and vasomotor mechanisms. Pharmacol 
Ther 46: 429-468. 
68 
Moore PK, Handy RLC (1997). Selective inhibitors of neuronal nitric oxide synthase - is no 
NOS really good NOS for the nervous system? Trends Pharmacol Sci 18: 204-211. 
Murad F. (2006). Shattuck Lecture. Nitric oxide and cyclic GMP in cell signaling and drug 
development. N Engl J Med 355: 2003-11. 
Oh-hashi Y, Shindo T, Kurihara Y, Imai T, Wang Y, Morita H et al (2001). Elevated 
sympathetic nervous activity in mice deficient in alphaCGRP. Circ Res 89: 983-990. 
Phillips JK, McLean AJ, Hill CE (1998). Receptors involved in nerve-mediated 
vasoconstriction in small arteries of the rat hepatic mesentery. Br J Pharmacol 124: 
1403-1412. 
Raisinghani M, Pabbidi RM, Premkumar LS (2005). Activation of transient receptor 
potential vanilloid 1 (TRPV1) by resiniferatoxin. J Physiol 567: 771-786. 
Ralevic V (2002). Endothelial nitric oxide modulates perivascular sensory neurotransmission 
in the rat isolated mesenteric arterial bed. Br J Pharmacol 137: 19-28. 
Ralevic V, Kendall DA, Randall MD, Zygmunt PM, Movahed P, Hogestatt ED (2000). 
Vanilloid receptors on capsaicin-sensitive sensory nerves mediate relaxation to 
methanandamide in the rat isolated mesenteric arterial bed and small mesenteric 
arteries. Br J Pharmacol 130: 1483-1488. 
Reiner A, Zagvazdin Y (1998). On the selectivity of 7-nitroindazole as an inhibitor of 
neuronal nitric oxide synthase. Trends Pharmacol Sci 19: 348-350. 
69 
Rubino A, Burnstock G (1996). Capsaicin-sensitive sensory-motor neurotransmission in the 
peripheral control of cardiovascular function. Cardiovasc Res 31: 467-479. 
Sandow SL, Tare M (2007). C-type natriuretic peptide: a new endothelium-derived 
hyperpolarizing factor? Trends Pharmacol Sci 28: 61-7. 
Sanz MJ, Hickey MJ, Johnston B, McCafferty DM, Raharjo E, Huang PL et al. (2001). 
Neuronal nitric oxide synthase (NOS) regulates leukocyte-endothelial cell interactions 
in endothelial NOS deficient mice. Br J Pharmacol 134: 305-312. 
Shesely EG, Maeda N, Kim HS, Desai KM, Krege JH, Laubach VE et al. (1996). Elevated 
blood pressures in mice lacking endothelial nitric oxide synthase. Proc Natl Acad Sci U 
SA93: 13176-13181. 
Shimokawa H, Yasutake H, Fujii K, Owada MK, Nakaike R, Fukumoto Y et al. (1996). The 
importance of the hyperpolarizing mechanism increases as the vessel size decreases in 
endothelium-dependent relaxations in rat mesenteric circulation. J Cardiovasc 
Pharmacol 28: 703-711. 
Shimokawa H, Matoba T (2004). Hydrogen peroxide as an endothelium-derived 
hyperpolarizing factor. Pharmacol Res 49: 543-9. 
Sobey CG, Faraci FM (1997). Effects of a novel inhibitor of guanylyl cyclase on dilator 
responses of mouse cerebral arterioles. Stroke 28: 837-42; discussion 842-3. 
70 
Song MY, Zwemer CF, Whitesall SE, D'Alecy LG (2007). Acute and conditioned hypoxic 
tolerance augmented by endothelial nitric oxide synthase inhibition in mice. J Appl 
Physiol 102: 610-615. 
Southan GJ, Szabo C (1996). Selective pharmacological inhibition of distinct nitric oxide 
synthase isoforms. Biochem Pharmacol 51: 383-394. 
Tai MH, Weng WT, Lo WC, Chan JY, Lin CJ, Lam HC et al. (2007). Role of nitric oxide in 
alpha-melanocyte-stimulating hormone-induced hypotension in the nucleus tractus 
solitarii of the spontaneously hypertensive rats. J Pharmacol Exp Ther 321: 455-461. 
Warner TD (1990). Simultaneous perfusion of rat isolated superior mesenteric arterial and 
venous beds: comparison of their vasoconstrictor and vasodilator responses to agonists. 
Br J Pharmacol 99: 427-433. 
71 
Table 1: Basal perfusion pressures in arterial and venous mesenteric beds as well as in KC1 
treated arterial beds. 
Perfusion 
pressure C57BL/6J eNOSKO iNOSKO C57BL/6J + 7-NI 
Arterial 
(basal) 10,61 ±0,96 10,13 ±0,62 7,75 ±0,83 10,82 ±2,42 
Arterial + KC1 
(200mmol T1) 37,74 ±1,95 49,92 ± 2,29*** 31,94 ±2,66 36,36 ±1,43 
Venous 
(basal) 1,29 ±0,15 1,20 ±0,11 1,98 ±0,40 0,77 ±0,12 
n
 55 46 12 14 
Each value is expressed in mean + SEM mmHg. *** P<0.001 when compared to C57BL/6J. 
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LEGENDS OF FIGURES 
Figure 1. Typical traces illustrating the vasoconstrictor responses of non pre-contracted 
arterial (a) and venous (b) mesenteric beds to perivascular nerve stimulation (PNS). Panel (c) 
and (d) illustrate the effect of a PNS (30 Hz)-induced NANC response in KC1 (200 mmol l"1) 
and U46619 (20 umol l"1) pre-contracted arterial and venous mesenteric bed, respectively. 
The mesenteric beds were perfused, in panels c and d, with a Krebs'solution containing 
atropine (1 umol l"1), guanethidine (5 umol l"1), prazosin (1 umol l"1) and indomethacin (5 
umol 1" ). 
Figure 2. Effects of the CGRP1 receptor antagonist, haCGRP8.37 (2.5 umol l"1), on the 
perfusion pressure of arterial and venous mesenteric beds in response to perivascular nerve 
stimulation in non pre-contracted tissues (PNS: arterial side (a) 2 Hz and 30 Hz, venous side 
(b) 30 Hz and 80 Hz). * p<0.05 and *** p<0.001 when compared to controls (Student's t-
test). Values are means ± S.E.M. of at least 5 independent experiments. 
Figure 3. Frequency-dependent NANC responses of the arterial mesenteric bed to PNS (0.5-
80 Hz) (a). Panel (b) illustrates the effects of the CGRP1 receptor antagonist, haCGRP8.37 
(2.5 umol l"1), on the NANC-dependent reduction in perfusion pressure induced by PNS (30 
Hz), as well as on the same vasoactive responses triggered by haCGRP (1 nmol) and NaNP 
(50 nmol). (* p<0.05, ** pO.Ol and *** P<0.001 against 0.5 Hz or control; ANOVA 
followed by Bonferroni's comparison test and Student's Mest). Values are means ± S.E.M. of 
at least 6 to 10 independent experiments. 
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Figure 4. Measurements of immunoreactive CGRP (IR-CGRP) from perfusates collected for 
10 minutes before (basal) or after PNS (30-80 Hz) stimulation in arterial mesenteric beds of 
control mice. ** p<0.01 and *** p<0.001 when compared to basal (Student's /-test). Values 
are means ± S.E.M. of at least 10 to 14 independent experiments. 
Figure 5. Effects of capsaicin (a) (5 (xmol l"1) or tetrodotoxin (b) (1 |imol 1" ) treatments on 
NANC dependent reduction in perfusion pressure induced by PNS (30 Hz) or haCGRP (1 
nmol) (panel a). Panel b illustrates the effect of tetrodotoxin (TTX: 1.0 (imol l"1) on PNS (2 
Hz or 30 Hz) as well as haCGRP (1 nmol) or NaNP (50 nmol) -induced reduction in 
perfusion pressures. These experiments were performed in arterial mesenteric bed of control 
(C57 BL/6J) mice. ** p<0.01 when compared to controls (Student's /-test). Values are means 
± S.E.M. of at least 5 to 10 independent experiments. 
Figure 6. Histogram showing the effect vehicle or sodium deoxycholate (0.45 mg ml"1), on 
NANC dependent reduction of perfusion pressure (induced by PNS, 30 Hz), or on the 
vasoactive response to exogenous haCGRP (1 nmol), bradykinin (100 nmol) or NaNP (50 
nmol) in the arterial mesenteric bed of control mice. ** p<0.01 when compared to vehicle 
treated mice (Student's /-test). Values are means ± S.E.M. of at least 6 independent 
experiments. 
Figure 7. a) NANC-dependent reduction in perfusion pressure induced by PNS (30 Hz)) in 
vehicle or 7-nitroindazole -treated (100 umol T1) arterial circuits derived from C57 BL/6 J 
(C57), iNOSKO mice and eNOSKO mice; b) Reduction in perfusion pressure induced by 
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exogenous haCGRP in mesenteric beds from C57, eNOS KO mice or in C 57 beds treated 
with 7-NI. * p<0.05 and ** p<0.01 when compared to C57 BL/6 J mice treated with vehicle 
(Student's Mest). Values are means ± S.E.M. of at least 6 to 10 independent experiments. 
Figure 8. Effects of vehicle, ODQ (10 umol l"1) (a) or SQ 22 536 (10 umol l"1) (b) on NANC 
dependent reduction in perfusion pressure induced by PNS (30 Hz) as well as by haCGRP (1 
nmol) or NaNP (50 nmol) in the arterial mesenteric bed of control mice. * p<0.05, ** p<0.01 
and *** p<0.001 when compared to vehicle-treated vessels derived from C 57 BL/6 J mice 
(control) (Student's /-test). Values are means ± S.E.M. of at least 6 to 10 independent 
experiments. 
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7.2. RESULTATS SUPPLEMENTARES 
Effet de la stimulation nerveuse perivasculaire NANC sur la reponse contractile totale 
A la Figure 9, on observe une reponse contractile a la SNP frequence-dependante de la 
vascularisation mesenterique arterielle de souris non contractee et perfusee avec la solution 
de Krebs nature. Toutefois, en presence des inhibiteur/antagonistes des voies adrenergique et 
cholinergique soient la guanethidine (5 umol 1" ), le prazosin (1 umol l"1) et 1'atropine (1 
umol l"1) respectivement, on observe une nette diminution de la reponse contractile totale. 
Effet de l'inhibition des voies de I'AMPc/GMPc et des canaux potassiques sur la 
reponse vasodilatatrice NANC dans la vascularisation mesenterique de souris 
Nous avons precedemment observe la participation des voies du GMPc et de l'AMPc (figure 
8a et 8b de 1'article) a la reponse vasodilatatrice NANC de la vascularisation mesenterique 
arterielle lors des SNP. L'inhibition separee de ces voies reduit de moitie la reponse a la SNP 
toutefois, le blocage simultanee de la guanylate cyclase et de l'adenylate cyclase par l'ODQ 
(10 umol l"1) et le SQ 22 536 (10 umol l"1) (Figure 10) respectivement, induit une inhibition 
presque complete de cette reponse. 
De la meme facon, la reponse vasodilatatrice NANC lors de SNP de 30 Hz est reduite 
significativement apres un traitement du lit arteriel mesenterique de souris a un inhibiteur non 
selectif des canaux potassiques soit le tetraethylammonium (10 umol l"1) (Figure 11). 
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Figure 9. Histogramme montrant l'effet de la SNP totale (sans inhibiteurs) et NANC (avec 
les inhibiteurs [atropine (1 uM), guanethidine (5 uM), prazosin (1 nM) et indometacine (5 
uM)]) (2 et 30 Hz; 5 msec, 60 V pour 60 sec.) sur la vascularisation arterielle mesenterique 
de souris. * P<0.05 indique une difference du controle, Student's /-test, les valeurs sont la 
moyennei S.E.M. d'au moins 3 experiences. 
La solution de Krebs nature et contenant les inhibiteurs est perfusee a 400 uL par minute 
pour une periode de 45-50 minutes avant toutes stimulations. 
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Figure 10. Effet de la combinaison de l'inhibition des voies de l'AMPc par le SQ 22 536 (10 
U.M) et du GMPc par l'ODQ (10 uM) sur la reponse vasodilatatrice NANC a la SNP (30 Hz; 
5 msec, 60 V pour 60 sec) du lit arteriel mesenterique de souris. *** P<0.001 indique une 
difference du controle, Student's t-test, les valeurs sont la moyenne ± S.E.M. d'au moins 6-
10 experiences. 
L'ODQ et le SQ22 536 sont infuses apres la periode de stabilisation (45-50 min) a 50 uL/min 
15 minutes avant les stimulations et pour la duree de Fexperience. 
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Figure 11. Effet du traitement du lit arteriel mesenterique de souris au tetraethylamrnoniurn 
(10 uM) sur la reponse vasodilatatrice NANC a la SNP (30 Hz; 5 msec, 60 V pour 60 sec). 
*** P<0.001 indique une difference du controle, Student's /-test, les valeurs sont la moyenne 
± S.E.M. d'au moins 6-10 experiences. 
Le tetraethylammonium est infuse apres la periode de stabilisation (45-50 min) a 50 uL/min 
15 minutes avant les stimulations et pour la duree de l'experience. 
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8. DISCUSSION 
Nous avons entrepris cette etude ex vivo pour caracteriser la reponse non-adrenergique non-
cholinergique dans le lit vasculaire mesenterique de souris et determiner le role du CGRP 
endogene dans ce systeme suite a la stimulation nerveuse perivasculaire. 
Premierement, les resultats de cette etude faisant l'objet de ce memoire nous demontrent tres 
clairement l'implication du CGRP dans la modulation du tonus du lit vasculaire mesenterique 
de souris in vitro lors de la stimulation nerveuse perivasculaire. Deuxiemement, nous voyons 
que cette reponse NANC du CGRP est predominate au niveau du lit pre-capillaire puisque 
Fantagoniste du recepteur CGRPi soit le CGRPg-37 n'affecte pas la pression de perfusion du 
lit post-capillaire. Finalement, un autre element majeur de cette etude est la modulation 
negative de la reponse vasodilatatrice NANC par 1'inhibition de la NOS neuronale. 
En termes de similitude avec la litterature nous avons observe la relache de CGRP lors de 
SNP dans la vascularisation mesenterique du rat (KAWASAKI et ah, 1988) du lapin 
(NELSON et ah, 1990) et chez l'homme (TORNEBRANDT et ah, 1987). II est aussi 
reconnu que le CGRP possede cette capacite de modulation du tonus vasculaire vu 
l'accroissement de l'activite sympathique chez les souris knock-out pour le gene du CGRPa 
(OH-HASHIe?a/.,2001). 
Toutefois, il est interessant de voir dans cette etude qu'il y a nettement une implication 
partielle de 1'endothelium dans la reponse vasodilatatrice NANC lors de la SNP du lit pre-
capillaire. Le point a considerer ici est le fait que 1'endothelium est implique mais la NOS 
endotheliale ne Test pas. Ainsi, ceci laisse suggerer une possible implication de l'EDHF 
comme l'un des mediateurs de la reponse induite par le CGRP lors de la SNP NANC. Ce 
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resultat vient ajouter a la disparite, que Ton retrouve dans la litterature, du mecanisme 
d'action du CGRP en ce qui a trait a une action endothelium dependant ou independant. 
De plus, on remarque tres clairement Pimplication de deux voies de signalisation dans la 
reponse vasodilatatrice NANC soient celles de l'AMPc et du GMPc. II est aussi interessant 
de voir que la voie de l'AMPc semble predominante dans le cas de bolus injection de CGRP 
alors que lors de SNP les voies paraissent etre equivalentes dans la participation a la reponse 
vasodilatatrice NANC. Comme AMERINI et al (1993) et GANGULA et al (2003) il 
n'apparait pas y avoir une participation du NO dans la reponse induite par ces deux voies de 
signalisation. Nous explorons plus loin, differentes explications pour tenter d'expliquer cette 
difference dans le mecanisme d'action du CGRP exogene et endogene. 
Pour comprendre l'accroissement de la reponse vasodilatatrice NANC face au CGRP 
exogene chez les souris eNOSKO compare aux souris controles, nous suggerons deux 
alternatives soient une modification du mecanisme utilise par le CGRP ou encore une 
potentiation de ce mecanisme. II n'est toutefois pas question de Pimplication de la eNOS 
puisque sa deletion n'inhibe pas la reponse autant au CGRP endogene qu'exogene. 
Finalement, on observe que l'inhibition selective de la nNOS induit une reponse 
vasodilatatrice NANC accrue chez les souris controles et les souris eNOSKO mais pas chez 
les iNOSKO. Ainsi, la nNOS serait impliquee dans la modulation de la reponse 
vasodilatatrice NANC. Cette modulation impliquerait la relache possiblement par la iNOS de 
NO car c'est seulement en l'absence de la iNOS qu'il n'y a pas d'accroissement de la 
reponse. Vu que l'inhibition non selectif des NOS par le L-NAME n'inhibe la reponse que 
lors de SNP, on suggere une interaction entre la NOS neuronale et la NOS inductible dans ce 
systeme. 
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8.1. JUSTIFICATION DES PARAMETRES UTILISES 
Les premiers resultats sur la caracterisation du lit vasculaire mesenterique de souris 
doublement perfuse (BERTHIAUME et ail., 1997) indiquaient des pressions de perfusion des 
lits pre et post-capillaires sensiblement pareilles aux pressions de perfusion que nous avons 
obtenues avec un debit de perfusion double soit de 400 microlitres par minute. Toutefois, 
TAM & BRAIN (2004) ont trouve une pression de perfusion arterielle environ sept fois plus 
importante que dans nos lits, cependant le debit de perfusion etait aussi neuf fois plus 
important. Chez la souris, le debit cardiaque est de l'ordre de 12 a 16 millilitres par minute au 
repos (BARBEE et al, 1992; GAO et al, 2001; SARIN et al, 1990), avec 20 % de ce 
dernier, le debit que Ton retrouve au niveau de l'artere mesenterique varie environ entre 2,4 a 
3,3 millilitres par minute. On peut alors se poser la question si un debit de perfusion comme 
la notre peut affecter la reponse a la stimulation nerveuse perivasculaire. Cependant, on sait 
que le debit sanguin dans le lit vasculaire mesenterique est soumis a des extremes de 
perfusion pendant une periode de temps sans pour autant que le systeme splanchnique n'en 
souffre vu une plus grande capacite d'extraction de l'oxygene (DAUZAT et al., 2002; 
ACKLAND et al., 2000). D'ailleurs avec a un debit de perfusion de 200 microlitres par 
minute BERTHIAUME et al. (1997) ont observe une reactivite tres classique aux differents 
agents vasoconstricteurs (ET-l/ANG II) et vasodilatateurs (BK/NaNP) utilises dans la 
vascularisation du lit mesenterique de souris. II est aussi important de noter que nous 
observons une pression de perfusion 10 fois plus importante dans le lit arteriel compare au lit 
veineux. Ainsi, cet ecart de pression est du a la difference anatomique et physiologique entre 
ces deux lits vasculaires; sachant que la vascularisation arterielle est un systeme de haute 
pression alors que la vascularisation veineuse est un systeme de base pression en faisant 
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exception de la circulation pulmonaire. D'ailleurs, les pressions de perfusion de base de tous 
les groupes de souris etudies sont similaires autant du cote arteriel que veineux. 
8.2. REACTIVITE DIFFERENTE ENTRE LES LITS VASCULAIRES ARTERIEL ET 
VEINEUX 
Tout comme chez le rat (CLAING et al, 1992), la stimulation nerveuse perivasculaire 
NANC du lit veineux de souris pre-contracte presente une augmentation de la pression de 
perfusion alors qu'une vasodilatation du lit arteriel pre-contracte est notee. De plus, pour 
obtenir une reponse quantitativement similaire au lit arteriel, il faut augmenter 
substantiellement les parametres (frequence et voltage) de stimulation. Cette difference dans 
la reponse peut s'expliquer par le fait que le reseau arteriel est beaucoup plus innerve que le 
reseau veineux. L'innervation veineuse est principalement au niveau des grandes veines 
comme la veine porte et la veine superieure mesenterique (FURNESS, 1971, FURNESS, 
1973; NILSSON et al, 1986); il faut done une plus grande decharge de courant 
depolarisateur pour produire la meme reponse dans le lit veineux. Qui plus est, le systeme 
veineux possede une proportion de cellules musculaires lisses vasculaires beaucoup moins 
importante que le lit arteriel (NILSSON et al, 1986) il va done reagir en proportion. 
8.3. MODULATION DU TONUS SYMPATHIQUE ET PARASYMPATHIQUE 
Le tonus vasculaire est reconnu pour etre principalement controle par le systeme 
sympathique et plus particulierement les fibres alpha adrenergiques (BURSTOCK et al, 
1984). Cependant, plusieurs composes autres que la NA sont reconnus pour moduler ce tonus 
dont le CGRP (DIPETTE et al, 1989; WIMALAWANSA, 1996). Ainsi, on observe lors de 
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la SNP totale, done sans inhibiteurs, que le CGRP endogene n'a aucun effet sur la 
modulation du tonus vasculaire du cote veineux puisque Putilisation du CGRPs-37 
l'antagoniste du recepteur CGRPi ne produit aucun effet sur la reponse du lit. Au contraire, 
dans le lit arteriel la reponse a la SNP totale double et ce, de facon frequence dependante 
suite a l'exposition a l'antagoniste du recepteur CGRPi. Ce resultat suggere fortement que le 
CGRP endogene joue un role de modulateur du tonus vasculaire sympathique du lit 
mesenterique arteriel chez la souris. Ce resultat meme in vitro est en accord avec la litterature 
ou OH-HASHI et al. (2001) demontrait que les souris knock-out pour le gene du CGRPa 
auraient une activite nerveuse sympathique plus elevee que leurs congeneres de type sauvage. 
Differentes explications peuvent etre amenees pour comprendre l'inefficacite de l'antagoniste 
du CGRPi au niveau veineux. On peut se rapporter aux differences anatomiques mais aussi a 
l'innervation plus eparse et moins dense (FURNESS et al, 1982 b; NILSSON et al, 1986) 
du lit veineux. Au niveau physiologique, le role de mobilisateur du volume sanguin qui est 
infere a ces vaisseaux (GREENWAY & LISTER, 1974) indique un role different de 
l'innervation sympathique et necessiterait done une modulation differente du lit arteriel. De 
plus, l'innervation sympathique veineuse semble avoir des proprietes differentes en terme de 
regulation de sa population receptorielle et en terme de processus d'elimination de la NA au 
niveau de la vascularisation mesenterique (KREULEN, 2003). 
Nous avons decide de poursuivre le reste de 1'etude au niveau pre-capillaire vu l'absence 
d'effet du CGRP8-37 sur la reponse contractile veineuse ainsi que l'absence de reponse 
vasodilatatrice lors de la SNP. Ainsi, nous avons pu remarquer la contribution de la reponse 
NANC dans la reponse arterielle a la SNP totale puisque l'infusion des differents inhibiteurs 
des voies adrenergique et cholinergique reduits substantiellement la reponse totale. Ce 
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resultat permet encore une fois de confirmer la participation d'autres composes dans le 
maintien du tonus vasculaire en plus du systeme autonome dans la vascularisation 
mesenterique de souris in vitro. 
8.4. REPONSE VASODILATATRICE NANC CGRP-DEPENDANTE DANS LA 
VASCULARISATION ARTERIELLE 
La SNP produit une reponse vasodilatatrice NANC frequence dependante ou pour obtenir 40 
% de relaxation du circuit pre contracte, il est necessaire de stimuler l'essai biologique a une 
frequence de 80 pulsations par minute. II a ete rapporte par NILSSON et ah., (1986) et 
ANGUS et ah, (1988) qu'il fallait dans les etudes in vitro une plus grande frequence de 
stimulation electrique que la frequence retrouve in vivo pour obtenir la reponse maximale 
dans les petites arteres. De plus, l'ACh et la NA sont liberes en plus grande quantite a de 
faibles frequences compares aux neuropeptides qui sont plutot liberes a de plus grandes 
frequences (WIDDICOMBE, 1998). Toutefois, pour les experiences subsequentes nous nous 
sommes limites majoritairement a des frequences que Ton retrouve regulierement dans la 
litterature pour ce type d'experience soit entre 2 et 30 hertz. Puisque le CGRP est l'un des 
principaux neuropeptides inhibiteurs NANC relaches (AMERINI et ah, 1993) lors de SNP 
dans la vascularisation mesenterique de rat (KAWASAKI et ah, 1988), nous avons pu 
observer chez la souris une inhibition partielle de cette reponse par le CGRPs-37- Ce qui 
suggere la relache de CGRP lors de la SNP. D'ailleurs ce dernier a pu etre quantifie par 
immunoreactivite par un essai immuno-enzymatique (EIA) avec une relache qui varie en 
fonction de la frequence de stimulation electrique. Ceci nous amene au fait que 1'application 
de CGRP exogene produit une reponse vasodilatatrice comparable a celle de la SNP et que 
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cette reponse est inhibee de la meme fa9on par Pantagoniste du CGRPi. TAM & BRAIN 
(2004) ont de plus rapporte que des bolus de CGRP exogene produisaient une vasodilatation 
de longue duree dans le lit vasculaire mesenterique de souris perfuse, via le recepteur 
CGRPj. Quoique, lors des SNP, nous ne pouvons affirmer sans doute raisonnable que la 
vasodilatation est directement induite par le CGRP via le recepteur CGRPi sur les CMLV ou 
au niveau d'autres cibles cellulaires. Bien que nous ayons rapporte dans ce memoire la 
reponse a la SNP totale est en partie produite par le CGRP, nous ne pouvons neanmoins pas 
dire si c'est une composante antagonistique au flux sympathique par une inhibition 
presynaptique ou simplement un effet direct sur le tonus vasculaire par une action sur les 
cellules musculaires lisses vasculaires. En fait, si Taction du CGRP n'etait qu'au niveau 
presynaptique lors de la SNP/NANC, le CGRP8-37 ne devrait avoir aucun effet sur le tonus du 
lit. Or, la reponse vasodilatatrice NANC est partiellement inhibee en presence de 
Pantagoniste du CGRPi. La specificite de cet antagoniste est notable puisqu'il n'a aucun effet 
sur la reponse vasodilatatrice induite par le donneur de NO, le sodium nitropruissate (NaNP). 
8.5. REPONSE NEUROGENIQUE ET FIBRES SENSORIELLES SENSIBLES A LA 
CAPSAICINE 
Pour evaluer de la provenance neuronale du CGRP, nous avons teste la reponse 
vasodilatatrice contre un inhibiteur de la relache de neurotransmetteurs soit la tetrodotoxine a 
une dose conventionnelle d'un micromolaire (PHILLIPS et al, 1998). L'inhibition quasi 
complete de la reponse autant a 2 qu'a 30 hertz indique Papport neurogenique de la reponse 
vasodilatatrice induite par la relache de CGRP neuronale. Cette hypothese est supportee par 
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le manque d'effet du traitement sur la reponse induite par le CGRP exogene ainsi que par 
celui induit par le NaNP. 
Cette contribution neurogenique se confirme lorsque nous considerons que le traitement a la 
capsaicine provoque une nette diminution de la reponse vasodilatatrice et ce, de maniere 
dose-dependante (resultats non montres). Ainsi, les fibres sensorielles qui ont ete depletees 
de leurs neuropeptides sont les protagonistes de cette reponse. La capsaicine semble avoir un 
effet beaucoup plus prononce sur les fibres sensorielles de type C (HOLZER, 1991) que les 
fibres A8 toutefois ce ne sont pas toutes les fibres C ou A5 qui seront affectees par cet agent. 
La reponse vasodilatatrice qui subsiste apres le traitement peut s'expliquer par un temps 
d'incubation trop court ou une dose insuffisante pour depleter tous les fibres sensibles a la 
capsaicine et contenant le CGRP, comme 1'agent promoteur de la reponse. II y a aussi la 
possibility de Fimplication d'un autre agent vasodilatateur non peptidique. 
Vu 1'inhibition de la conductance nerveuse avec la tetrodotoxine et la diminution de la 
reponse apres un traitement avec la capsaicine, on peut fortement suggerer un role des fibres 
sensorielles dans la reponse vasodilatatrice NANC induite par la SNP dans la vascularisation 
arterielle du lit mesenterique de souris. 
8.6. MODULATION PAR LES NOS DE LA REPONSE VASODILATATRICE NANC 
Les experiences concernant Pimplication du NO dans la reponse vasodilatatrice NANC peut 
etre vu sur deux plans differents soient celui impliquant les fibres nitrergiques et celui 
impliquant la modulation par le NO provenant de la NOS endotheliale. 
Les fibres nitrergiques sont reconnues de maniere specifique par la coloration du NADPH 
diaphorase (DAWSON et al, 1991) en plus, d'apres certains auteurs, ces fibres sont 
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insensibles a la capsai'cine au niveau des arteres cerebrales du chien et du singe (OKAMURA 
& TODA, 1994) alors que au niveau du lit mesenterique de rat elles seraient sensibles 
(HATANAKA et al, 2006). Avec les experiences effectuees, nous n'avons pas d'evidences 
pour supposer d'une participation du NO neurogenique dans la reponse directe a la relaxation 
des CMLV lors des SNP apres le traitement a la capsai'cine. 
En revanche, le NO catalyse par la NOS neuronale est connu dans le lit mesenterique de rat 
pour avoir une fonction modulatrice via les jonctions pre-synaptiques (HATANAKA et al, 
2006). C'est aussi un constat que nous appuyons dans la vascularization mesenterique de la 
souris puisque l'inhibition de la NOS neuronal par un inhibiteur selectif, double la reponse 
vasodilatatrice NANC dans le lit arteriel lors des SNP alors qu'un bolus injection de CGRP 
exogene ne produit aucun effet significative sur la reponse vasodilatatrice sur ces memes lits 
pretraites au 7-NI. La reponse vasodilatatrice NANC lors de la SNP est aussi potentiee par le 
7-NI dans les circuits mesenteriques de souris eNOSKO alors qu'elle est inchangee chez les 
iNOSKO. Cette difference pourrait indiquer une activite relationnelle entre la NOS neuronale 
et la NOS inductible puisque la reponse vasodilatatrice lors de Pinhibition de la NOS 
neuronale est potentiee seulement lorsque la iNOS n'est pas reprimee. D'ailleurs, 
MARTINS-PINGE et collegues (2006) ont pu observer une relation entre la nNOS et la 
iNOS dans le noyau RVLM (rostral ventrolateral medulla) qui controle notamment l'activite 
sympathique et cardiovasculaire dans le bulbe rachidien alors que LEVECQUE et collegues 
(2002) ont observe cette relation dans la maladie de Parkinson. D'apres certains auteurs, la 
NOS neuronal aurait un effet inhibiteur sur la NOS inductible ce qui a pu s'observer lors de 
maladies inflammatoires de l'intestin chez le rat (PORRAS et al, 2005; QU et al, 2001). On 
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comprend done qu'il y a lors des SNP une relache par la nNOS de NO qui empecherait 
l'activation de la iNOS. 
Ainsi, un inhibiteur non selectif des NOS comme le L-NAME peut bloquer partiellement la 
reponse a la SNP mais pas an CGRP exogene (a la dose maximale utilisee) puisque tous les 
NOS sont inhibes il n'est alors pas possible de voir la potentiation que produit le blocage de 
la NOS neuronale seul. De plus, nous estimons que cette production de NO par la iNOS 
proviendrait de Fendothelium puisque des lits sans endothelium traites au 7-NI n'ont aucune 
reponse a la SNP differente des controles (resultats non montres). Un certain accroissement 
de la reponse vasodilatatrice au NANP dans les lits traites au L-NAME est aussi observable. 
Certains elements sont amenes plus bas pour expliquer cette sensibilite aux donneurs 
exogenes de NO dans la vascularisation mesenterique ou la eNOS est bloquee (WALDRON 
etal, 1999). 
Ensuite, nous avons rapporte dans le present ouvrage que la deletion des isoformes 
endothelial et inductible en situation control e n'avait aucun effet sur la reponse 
vasodilatatrice lors des SNP mais fait interessant il y a un accroissement de la reponse au 
CGRP exogene dans les lits des souris eNOSKO. Plusieurs auteurs ont mentionne avoir 
observe un accroissement de la reponse vasodilatatrice dans des vaisseaux de souris 
eNOSKO compare aux controles face a des agonistes exogenes de NO ou encore l'utilisation 
d'autres mecanismes de vasodilatation independants du NO. L'explication apportee consiste 
en des phenomenes de compensation par un accroissement de la nNOS dans l'artere carotide 
(TALUKDER et ah, 2004) ou encore une augmentation de la participation des metabolites du 
cytochrome P450 au niveau du coeur (DING et ah, 2002). II y aurait aussi une plus grande 
sensibilite de la guanylate cyclase soluble dans Paorte des souris eNOSKO (BRANDES et 
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al, 2000; HUSSAIN et al, 1999). II evoque aussi la possibility de la participation de l'EDHF 
comme le mecanisme de vasodilatation dans les arteres femorales et mesenteriques chez les 
souris eNOSKO avec une sensibilite accrue a l'EDHF dans les arteres mesenteriques des 
eNOSKO (WALDRON et al, 1999). 
Cette disparite dans la reponse vasodilatatrice NANC dans les lits des souris eNOSKO face a 
la SNP et l'application de CGRP exogene nous amene a nous demander si le mecanisme de 
vasodilatation induit par le CGRP lors de ces stimulations emprunt les memes voies ou si la 
barriere des differentes couches de la media reduit F accessibility du CGRP lors des SNP vers 
la couche endotheliale. Cela etant dit, Finjection d'un bolus de CGRP exogene a un acces 
beaucoup plus direct avec l'endothelium vasculaire que lors des SNP. Puisqu'il y a 
vasodilatation dans les lits des souris eNOSKO et iNOSKO dans des conditions controles, on 
peut suggerer la non participation du NO endotheliale et inductible dans ce processus autant 
lors des SNP que lors de l'application exogene de CGRP pour la eNOS. 
Cependant, l'apport que le NO derive de la NOS endotheliale a sur le maintien du tonus 
vasculaire (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1989) est observe dans nos resultats par une 
augmentation significative du tonus induit par le KC1 des lits depourvus de la eNOS ou 
traites au L-NAME. Toutefois, les lits des souris iNOSKO et ceux traites par 1'inhibiteur de 
la NOS neuronale presentent un tonus vasculaire au KC1 non different des lits controles. On 
ne considere pas le tonus contractile plus grand des souris eNOSKO comme 1'un des 
elements dans la plus grande reactivite de ces lits a la stimulation exogene au CGRP puisque 
le meme phenomene devrait se repeter lors de la SNP. Evidemment, le tonus de ces lits 
contractus est aussi eleve lors de ces stimulations electriques. Nous ne privilegions pas non 
plus des phenomenes de compensations puisque cette compensation devrait ce voir aussi lors 
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des SNP. En ce qui a trait a la difference dans la vasodilatation par la SNP et le CGRP 
exogene des lits de souris eNOSKO, nous n'excluons pas des mecanismes differents pour 
cette disparite mais nous pensons aussi a une explication de l'ordre de 1'accessibility 
physiologique. C'est effectivement un point a considerer puisque nous avons deux systemes 
de stimulations qui utilisent des points d'applications differents des agents de vasodilatation. 
8.7. PARTICIPATION DE L'ENDOTHELIUM A LA REPONSE VASODILATATRICE 
NANC 
Pour evaluer l'implication de l'endothelium dans la reponse vasodilatatrice, nous l'avons 
detruit avec un detergent. Par consequent, la reponse induite en son absence nous indique 
l'apport possible qu'il aurait eu en comparaison avec le controle. Ainsi, si le NO 
neurogenique semble moduler la reponse par une participation de la iNOS, le NO 
endothelial ne semble pas implique dans le processus de vasodilatation. Le NO n'est pas la 
seule contribution de l'endothelium au processus de vasodilatation puisque l'EDHF, derive 
de la meme couche, semble etre un element preponderant dans les vaisseaux de resistance de 
petits diametres comme ceux du lit vasculaire mesenterique (BRANDES et ah, 2000; 
SHIMOKAWA et ah, 1996). Nous voyons effectivement un role pour l'endothelium vu la 
forte diminution de la reponse vasodilatatrice lors de SNP et a Fapplication de CGRP 
exogene sur des lits sans endothelium vasculaire. Evidemment, ces lits, denues de leur 
endothelium, ne repondent pas a la bradykinine un agoniste vasodilatateur-endothelium-
dependant bien connu (REGOLI, 1984). Toutefois, l'indometacine, un inhibiteur des 
cyclooxygenases qui se trouve dans notre systeme de perfusion, diminue la possibilite de 
l'implication de l'EDHF comme element le plus probable a venir de l'endothelium lors des 
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stimulations. Une autre possibility reside dans la participation de radicaux libres comme 
l'anion superoxide produit par l'enzyme NADPH oxydase (DROGE, 2002). Avec ce resultat, 
nous pouvons apprecier Papport de la reponse qui decoule de 1'endothelium et celle qui 
provient de l'activation directe des CMLV par le CGRP via le recepteur CGRPj. II semble 
qu'environ la moitie de la reponse vasodilatatrice NANC soit due a Pendothelium. 
Le dernier point souleve ici serait celui de l'utilisation du KC1 comme agent contractile et son 
effet comme depolarisateur membranaire. II n'est pas inhabituel d'utiliser le KC1 comme 
agent contractile et celui-ci etant le plus efficace ici, a induire une tension suffisante et stable 
dans le lit arteriel de souris pour les SNP. Le KC1 induit la depolarisation membranaire et 
done la contraction musculaire principalement par l'activation de canaux calciques voltage 
dependants (VOCs) (RATZ et al, 2005). En revanche la relaxation musculaire implique 
differents canaux potassiques (NELSON & QUAYLE, 1995). II semble que la presence 
d'une forte concentration extracellulaire de potassium n'affecte pas le processus de relaxation 
musculaire puisque l'inhibition des canaux potassiques par le tetraethylammonium provoque 
une diminution du deux tiers de la reponse vasodilatatrice lors de SNP. Ce resultat indique 
done que les canaux potassiques sont impliques dans la reponse vasodilatatrice mais plus 
encore qu'ils ne sont pas inactives par la presence du potassium extracellulaire. II faut 
cependant soulever ce point, que si l'EDHF est implique dans la vasodilatation alors que le 
KC1 est l'agent contractile, il devient contraignant d'exclure cet ion comme le possible agent 
composant l'EDHF. 
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8.8. IMPLICATION DES VOIES AMPC ET GMPC -DEPENDANTES 
II a ete souleve plus tot la possibility de deux mecanismes d'action differents pour le CGRP 
d'induire sa vasodilatation lors des stimulations; d'ailleurs le CGRP est reconnu pour utiliser 
plusieurs voies de signalisation intracellulaire differents (JANSEN et al., 1993) dont celui de 
l'AMPc et du GMPc. Dans la vascularisation mesenterique arterielle de souris, il semble que 
ces deux voies de signalisation soient utilisees par le CGRP autant lors des SNP que lors de 
bolus exogene. Cependant, nous remarquons que l'inhibition de 1'adenylate cyclase semble 
inhiber la reponse au CGRP exogene completement alors que l'inhibition de la guanylate 
cyclase soluble a un effet limite sur la reponse au CGRP exogene. Ainsi, une application plus 
directe vers l'endothelium semble favoriser la voie de l'AMPc sans pour autant une 
implication de la NOS endotheliale. 
Au niveau de la reponse par SNP, les deux voies semblent impliquees de facon 
proportionnelle done une implication de la GCs. Cela peut s'expliquer par le fait de la 
proximite plus evidente des neurotransmetteurs de la couche de CMLV contenant la GCs 
compare a la stimulation exogene. Maintenant, le dilemme consiste dans 1'activation de la 
GCs sans l'intervention du NO endotheliale. Le principal activateur de la GCs, reconnu dans 
la litterature, semble etre le NO pourtant il semble que d'autres radicaux libres puissent aussi 
activer cet enzyme (DROGE, 2002). Aussi, il parait qu'il y ait une presence des differents 
isoformes des NOS dans la CMLV selon BUCHWALOW et al. (2002). II y a done une 
possibility de la participation d'un isoforme de NOS dans la reponse vasodilatatrice par SNP 
vu l'inhibition de la GCs par 1'ODQ qui inhibe aussi la reponse du NaNP, un donneur de NO. 
On remarque aussi que ces deux mecanismes sont complementaires dans la reponse par SNP 
puisque l'inhibition des deux enzymes reduit substantiellement la reponse. 
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9. CONCLUSION 
Cette etude avait ete entreprise pour d'abord voir le role du CGRP endogene dans la 
vascularisation mesenterique de souris. Ensuite, on a voulu avoir une vue d'ensemble de ce 
qui se passe lorsque Ton induit des SNP NANC dans la vascularisation mesenterique de 
souris. Nous avons constate une forte modulation du tonus vasculaire arteriel du lit 
mesenterique de souris par le CGRP endogene. Nos resultats demontrent clairement une 
reponse vasodilatatrice NANC induite par le CGRP dans la vascularisation arterielle 
mesenterique de souris alors que la vascularisation veineuse ne presente qu'une reponse 
contractile. II y aurait une modulation negative de cette reponse par la NOS neuronale ou 
encore 1'activation de la iNOS qui induirait la formation de NO. Cette reponse est en partie 
engendree par Pendothelium vasculaire sans pour autant une participation de la NOS 
endotheliale. Nous voyons aussi que dans la vascularisation mesenterique de souris 
dependamment des voies d'application, le CGRP emprunte les voies de l'AMPc et du GMPc 
simultanement et en differente proportion. 
II est difficile d'extrapoler ces resultats pour ce qui se passe in vivo neanmoins, ces donnees 
impliquent que la vascularisation mesenterique de souris beneficie de plusieurs agents 
vasodilatateurs tres puissants qui pourraient etre impliques dans le processus de 
vasodilatation post-prandiale mais aussi prejudiciables lors d'ischemie-reperfusion du tube 
digestif ou encore de choc septique. La presence du CGRP, du NO de la iNOS en 
combinaison avec une modulation de la NOS neuronale et la connaissance des voies 
intracellulaires amenent ici un element interessant pour de futures etudes au niveau gastro-
intestinal et cardiovasculaire chez la souris. 
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10. PERSPECTIVES 
Les resultats d'etudes in vitro ne sont pas toujours correlables avec ce que Ton retrouve in 
vivo mais dans un souci de se rapprocher de ce que Ton aurait; il faudrait alors augmenter le 
debit de perfusion pour se rapprocher du debit cardiaque au niveau de la vascularisation 
mesenterique de souris. 
Dans un desir de mieux comprendre les differents elements de reponse apportes par cette 
etude, il serait interessant de verifier la participation de l'EDHF dans la reponse 
vasodilatatrice induite par la SNP et le CGRP exogene en utilisant par exemples des 
bloqueurs des jonctions 'gaps' ou des inhibiteurs de la voie des epoxyoxygenases. Dans le 
meme sens, les mecanismes regissant la reponse NANC chez les iNOSKO lors de l'inhibition 
de la nNOS pourraient etre evalues par immunohistologie. II faudrait completer la 
caracterisation des principaux elements de la signalisation intracellulaire comme le flux 
calcique induit lors des stimulations. Pour finir, une approche tres interessante serait 
d'utiliser ce systeme pour voir l'effet de la stimulation electrique sur le tonus vasculaire sur 
des lits mesenteriques de souris ou le debit de perfusion est modifie, simulant ainsi des 
changements de pression. Ceci permettrait d'aller voir les changements qui sont encourus 
dans la tonicite des lits vasculaires mesenteriques chez des modeles de souris ayant des 
pathologies cardiovasculaires comme l'atherosclerose. D'ailleurs, un accroissement de la 
reactivite vasculaire a la noradrenaline du lit arteriel mesenterique de souris apoEKO a ete 
observe par ARRUDA et al. (2005). De la meme facon, les effets de la SNP pourraient etre 
evalues sur des lits mesenteriques toujours attaches a l'intestin. Ceci permettrait d'evaluer 
l'effet de certaines pathologies affectant le tube digestif, telle une ischemie, sur le tonus 
vasculaire du lit mesenterique de souris. 
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